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บทคัดย่อภาษาไทย 
สายพันธุ์ของเชื้อ Corynebacterium glutamicum ที่แยกจากดินปนเปื้อนมูลนกเอี้ยง ที่เก็บใน
แถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย ได้แก่ PP25 PP29 และ PP80 มีความสามารถทน
อุณหภูมิสูงและผลติกรดกลูตามิคได้ดทีี่อุณหภูมสิูง 
 เชื้อ PP25 PP29 และ PP80 สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส และสร้าง
กรดอะมิโนกลูตามิคได้ดีในช่วงอุณหภูมิระหว่าง 38 ถึง 38.5 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่ไม่
เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างกรดอะมิโนกลูตามิคของเชื้อสายพันธุ์ดั้งเดิม ความสามารถในการ
เจริญและสร้างกรดอะมิโนกลูตามิคได้ที่อุณหภูมิสูงของเชือ้ PP25 PP29 และ PP80 นี้ชีใ้หเ้ห็นว่า จโีนม
โปรไฟล์ส าหรับการทนอุณหภูมิสูงและการสร้างกรดอะมิโนกลูตามิคของเชื้อเหล่านี้อาจมีวิวัฒนาการ
เปลี่ยนแปลงไปตามธรรมชาติ 
 เมื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงโปรไฟล์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อ PP25 PP29 และ PP80 โดยการ
สร้างแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) พบว่าเชื้อ PP25 PP29 และ PP80 มีสายวิวัฒนาการที่
แตกต่างจาก C. glutamicum สายพันธุ์ดั้งเดิม โดย PP25 มีสายวิวัฒนาการที่แตกต่างและแยกออกไป
จากสายวิวัฒนาการของ PP29 และ PP80 
 
ค าส าคัญ: Corynebacterium glutamicum, Thermotolerant, L-glutamic acid 
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บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 
 
Thermotolerant strains of Corynebacterium glutamicum, PP25, PP29, and PP80, with an 
ability to produce L-glutamic acid at high temperature were isolated from soil contaminated with 
avian feces collected from northeastern region of Thailand.  
 The PP25, PP29, and PP80 are able to grow at a temperature range from 30-40C. The 
optimum temperature for L-glutamic acid production of these strains is around 38 to 38.5C which 
is not an appropriate fermentation condition for the typical strain. The ability to ferment L-glutamic 
acid at an elevated temperature of PP25, PP29, and PP80 suggested that genomic profiles for 
thermotolerance and glutamate productivity of these strains probably evolved spontaneously in 
nature. 
 The evolutionary of 16S rRNA gene profiles of PP25, PP29, and PP80 were determined by 
phylogenetic tree analysis. The results showed that PP25, PP29 and PP80 were phylogenetically 
distinct from the C. glutamicum ATCC13032. The results suggested that PP25 diverged from a 
common ancestor of PP29 and PP80. 
 
Keywords: Corynebacterium glutamicum, Thermotolerant, L-glutamic acid 
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บทที ่1 
บทน ำ 
 
1.1 ควำมส ำคัญ และที่มำของปัญหำกำรวิจัย 
ประโยชน์ของกรดอะมิโนมีอยู่ด้วยกันหลายทาง เช่น น ามาใช้เป็นอาหารเสริมส าหรับมนุษย์
และสัตว์, เครื่องปรุงรส หรอืเป็นวัตถุดิบในอุตสาหกรรมการท าเครื่องส าอางค์ ยารักษาโรค และยาฆ่า
แมลง เป็นต้น (Leuchtenberger, Huthmacher, & Drauz, 2005; Shih & Van, 2001) ดังนั้นการผลิต
กรดอะมิโนจึงเป็นอุตสาหกรรมแขนงหนึ่งที่มีความส าคัญต่อเศรษฐกิจของประเทศ การพัฒนา
อุตสาหกรรมการผลิตกรดอะมิโนเกิดขึ้นครั้งแรกที่ประเทศญี่ปุ่น (Ikeda, 2003) โดยการค้นพบว่า
กรดอะมิโนกลูตามิค (glutamic acid) เป็นสารประกอบที่ท าให้ คอนบุ (สาหร่ายทะเลสีน้ าตาลที่คน
ญี่ปุ่นนิยมน ามาท าน้ าซุบ) มีรสชาติกลมกล่อม จากการค้นพบนีท้ าให ้บริษัท อายิโนะโมะโต๊ะ ประเทศ
ญี่ปุ่น ได้ริเริ่มอุตสาหกรรมการผลิตกรดกลูตามิคขึ้นเป็นครั้งแรกโดยใช้กระบวนการทางเคมี ซึ่ง
วิธีการดังกล่าวจะให้สารแปลกปลอมจ าพวก racemic acid ปนเปื้อนมากับผลผลิต การผลิตจึงไม่ได้
ประสิทธิภาพ ท าให้ต้นทุนการผลติสูง ด้วยเหตุนี้จึงได้เกิดการวิจัยเพื่อหาทางเลือกอื่นที่เหมาะสม และ
มีประสิทธิภาพในการผลิตกรดกลูตามิค (Ikeda, 2003) 
ประมาณปี ค.ศ. 1950 นักวิจัยชาวญี่ปุ่นได้รายงานการค้นพบแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรด 
กลูตามิคออกมาสะสมในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เติมกลูโคสและแอมโมเนีย กลุ่มนักวิจัยได้ตั้งชื่อแบคทีเรีย
ดังกล่าวว่า Micrococcus glutamicus (Kinoshita, Udaka, & Shimono, 1957; Udaka, 1960) ซึ่งต่อมา
ได้เปลี่ยนชื่อเป็น Corynebacterium glutamicum (Shukuo Kinoshita, 1986) จากการค้นพบในครั้งนั้น
ท าให้มีการใช้ C. glutamicum ในการผลิตกรดกลูตามิคแทนวิธีการทางเคมีแบบเดิม บริษัท Kyowa 
  
 
 
 
 
 
 
2 
Hakko ประเทศญี่ปุ่น เป็นบริษัทแรกที่น าเชื้อตัวนี้มาใช้ในอุตสาหกรรมการหมักเพื่อผลิตกรดอะมิโน 
กลูตาเมต  
ปัจจุบัน C. glutamicum เป็นเชือ้แบคทีเรียที่น ามาใช้อย่างแพร่หลายในระดับอุตสาหกรรมการ
ผลิตกรดกลูตามิค รวมไปถึงกรดอะมิโนที่ส าคัญชนิดอื่น ๆ เช่น ไลซีน (Hermann, 2003) จากที่กล่าว
มาข้างต้นจะเห็นว่า C. glutamicum เป็นเชื้อแบคทีเรียที่มีความส าคัญในอุตสาหกรรมการผลิตกรด            
อะมิโน ท าให้นักวิจัยหลายกลุ่มทั่วโลกสนใจที่จะศึกษาเชื้อชนิดนี้กันอย่างกว้างขวาง เช่น การศึกษา
ทางด้านยีโนม การพัฒนาสายพันธุ์โดยใช้วิธีการทางพันธุวิศวกรรมศาสตร์ โดยมีเป้าหมายที่จะน าองค์
ความรู้ที่ได้มาใช้พัฒนากระบวนการผลิตกรดอะมิโนใหม้ีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น (Kalinowski et al., 2003; 
Okino et al., 2008; Wendisch, Bott, & Eikmanns, 2006) 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
1. เพื่อคัดแยกเชื้อ C. glutamicum ที่มีความสามารถในการเจริญและผลิตกรดอะมิโน             
กลูตาเมตได้ดทีี่อุณหภูมสิูง 
2. เพื่อเรียบเทียบการเจิญและการสร้างกรดกลูตามิคระหว่างสายพันธุ์ที่แยกได้กับสายพันธุ์
ดั้งเดิม C. glutamicum ATCC13032 
 
1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 
คั ดแยก เ ชื้ อแบคที เ รี ยที่ ส ร้ า งกรดกลู ตามิค  C. glutamicum จากแหล่ งดิ น ใ นแถบ
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยคาดว่าเชื้อที่แยกได้จะสามารถเจริญและผลิตกรดกลูตามิค
ได้ที่อุณหภูมิสูงกว่าสายพันธุ์ดัง้เดิม (wild type) (อยู่ในช่วงประมาณ 37C to 45C) 
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1.4 กำรทบทวนวรรณกรรม  
ปัจจุบันอุตสาหกรรมการผลิตกรดอะมิโนนิยมใช้กระบวนการหมัก (fermentation) โดย
เชื้อจุลินทรีย์ (รูปที่ 1.1) เนื่องจากเป็นวิธีการที่มปีระสิทธิภาพมากกว่าวิธีทางเคมี  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1.1 การผลิตกรดอะมิโนกลูตาเมตโดยกระบวนการ Microbial fementation ในระดับ
อุตสาหกรรม (Ault, 2004) 
 
แบคทีเรียที่ใชใ้นกระบวนการหมักเพื่อผลิตกรดอะมิโนในแฟมลิี่แอสพาติกและกลูตามิคส่วน
ใหญ่เป็นแบคทีเรยีในแฟมลิี่ Corynebacteriaceae ได้แก่ Corynebacterium glutamicum, 
Corynebacterium calcunae, Corynebacterium herculis, Brevibacterium falvum, Brevibacterium 
lactofermentum, Brevibacterium divaricarium, Brevibacterium thiogenitalis และ Microbacterium 
ammoniaphilum (Abe, Takayama, & Kinoshita, 1967) แบคทีเรยีในกลุ่มนีม้ีความคล้ายคลึงกันหลาย
ด้าน เช่น ชนิดของเบส guanine และ cytosine ที่เป็นองค์ประกอบในยีโนมมอียู่ในปริมาณสูง      
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(มากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์) มลีักษณะทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยาใกล้เคียงกัน สมาชิกในแฟมลิี่ 
Corynebacteriaceae มีลักษณะเด่นที่เหมอืนกันคือ มีผนังเซลล์ที่แข็งแรง ประกอบไปด้วยชัน้ของ 
peptidoglycan หนา เหมอืนแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป และมีช้ันของ mycolic acid ล้อมรอบชัน้ของ 
peptidoglycan อยู่อีกกช้ันหนึ่ง ท าให้แบคทีเรยีในกลุ่มนีม้ีผนังเซลล์ที่แข็งแรงกว่าแบคทีเรยีแกรมบวก
ชนิดอื่น ๆ (Abe et al., 1967) จากสมาชิกทั้งหมดในแฟมิลี่นี ้มีแบคทีเรยีอยู่สามสายพันธุ์ที่สามารถใช้
กระบวนการหมักในการผลิตกรดอะมโินได้อย่างมปีระสิทธิภาพกว่าสายพันธุ์อื่น ได้แก่ C. glutamicum, 
B. lactofermentum และ B. flavum ภายหลังจากที่มกีารศกึษาพบว่า ล าดับเบสบนยีโนมของเชื้อทั้งสาม
นีม้ีความเหมอืนกันเกือบ 100 เปอเซ็นต์ จงึท าให้เกิดการจัดกลุ่มเชือ้เหล่านีใ้หม่โดยยุบรวมให้เชื้อทั้ง
สามนี้เป็นเชือ้สายพันธุ์เดียวกัน ภายใต้ช่ือ Corynebacterium glutamicum (Shukuo Kinoshita, 1986; 
Liebl, Ehrmann, Ludwig, & Schleifer, 1991) 
C. glutamicum เป็น soil bacterium พบได้ทั่วไปในดิน ย้อมติดสีแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อน ไม่
สร้าง endospore และไม่ก่อโรค (Abe et al., 1967; Kazuhiko & Komagata, 1972) มีผนังเซลล์ที่
แข็งแรงกว่าแบคทีเรียแกรมบวกทั่วไป เนื่องจากมีช้ันของ mycolic acid (รูปที่ 1.2) ล้อมรอบช้ัน 
peptidoglycan อยู่ท าให้เซลล์แบคทีเรยีมีความทนทานต่อ lysozyme มากกว่าเชื้อแกรมบวกชนิดอื่น  
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รูปที่ 1.2 โครงสร้างผนังเซลล์ของ Corynebacterium glutamicum (Eggeling, Krumbach, & Sahm, 
2001) 
 
มีรายงานว่าคุณสมบัติจ าเพาะของผนังเซลล์ของเชื้อกลุ่มนี้เป็นอุปสรรคหนึ่งในอุตสาหกรรม
การผลิตกรดอะมิโน รายงานการทดลองแสดงให้เห็นว่าเชื้อกลายพันธุ์ ในยีนที่เกี่ยวข้องกับการทน 
lysozyme ท าให้ เ ชื้อมีคุณสมบัติ ไวต่อ lysozyme มากกว่าสายพันธุ์ปกติ  และสามารถปล่อย                          
กรดกลูตามิคออกมาสะสมในอาหารเลี้ยงเ ชื้อได้มากขึ้น  (Hirasawa, Wachi, & Nagai, 2001)                               
C. glutamicum ต้องการไบโอตินในการเจริญ (Marrakchi, Bardou, Lanéelle, & Daffé, 2008) จาก
การศึกษาพบว่าเมื่อจ ากัดปริมาณของไบโอตินในอาหารเลี้ยงเชื้อจะท าให้ผนังเซลล์มีลักษณะไม่
สมบูรณ์เนื่องจากไบโอตินเป็นสารอาหารที่ส าคัญในกระบวนสร้างกรดไขมัน ซึ่งน ามาใช้เป็น
องค์ประกอบในช้ัน mycolic acid ของผนังเซลล์ ดังนั้นในสภาพที่ เซลล์ขาดไบโอตินจึงส่งผลให้                                  
กรดกลูตามิคที่ผลติขึน้ในเซลล์ถูกปล่อยออกมาสูอ่าหารเลี้ยงเชื้อได้มากขึน้ เนื่องจากผนังเซลล์ในส่วน
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ของช้ัน mycolic acid ไม่สมบูรณ์ แข็งแรง เหมือนเซลล์ปกติที่ได้รับไบโอตินเพียงพอ (Bona & Moser, 
1997; Gutmann, Hoischen, & Krämer, 1992)  
การศึกษากลไกการสร้างกรดกลูตามิคในเชื้อแบคทีเรีย C. glutamicum และแบคทีเรียกลุ่มที่
สร้างกรดอะมิโนชนิดนี้ได้ในปริมาณมากพบว่า เซลล์ของแบคทีเรียเหล่านี้มีการสร้างเอนไซม์          
-ketoglutarate dehydrogenase ออกมาน้อยกว่าปกติ ท าให้ -ketoglutarate ที่เกิดขึ้นในวัฏจักร
ของ Kreb เปลี่ยนแปลงไปเป็น  succinyl-CoA และ succinate ได้น้อยลง หากมีการสะสมของ                
-ketoglutarate ในส่วนนี้มาก ๆ จะท าให้วัฏจักรของ Kreb ด าเนินไปไม่ได้  ส่งผลกระทบต่อ
กระบวนการ metabolism ของเซลล์ แบคทีเรียเหล่านี้จึงต้องมีกระบวนการที่ช่วยในการลดการสะสม                    
ของ -ketoglutarate โดยเปลี่ยนแปลงเส้นทางการเกิด metabolism ของ -ketoglutarate ใหผ้า่นไป
ทางการสร้างกรดกลูตามิค เพื่อให ้-ketoglutarate ลดลง และ วัฏจักรของ Kreb ด าเนินต่อไปได้ จึง
พบว่าเชื้อในกลุ่มนี้สามารถสร้างกรดกลูตามิคขึ้นภายในเซลล์ได้เป็นปริมาณมาก (Demain, 1972; 
Hermann, 2003) การสร้างกรดกลูตามิคปริมาณมาก ๆ ภายในเซลล์ท าใหแ้บคทีเรียกลุ่มนี้มีศักยภาพ
ที่อาจน ามาใช้ในการผลิตกรดอะมิโนที่เป็นอนุพันธ์ของ Aspatate ซึ่งตอ้งใช้กรดกลูตามิคเป็นสารตัง้ต้น
ในกระบวนการ metabolism ภายในเซลล์ แบคทีเรียกรดกลูตามิคจึงมีศักยภาพที่จะน ามาใช้เพื่อผลิต
กรดอะมโินส าคัญชนดิอื่น ๆ ในระดับอุตสาหกรรม เชน่ lysine, methionine, threonine และ isoleucine 
งานวิจัยนี้จึงมีเป้าหมายในการศึกษาเพื่อแยกเชื้อกรดกลูตามิค C. glutamicum ที่ทนอุณหภูมิ
สูงจากแหล่งดินในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยคาดว่าเชื้อที่แยกได้จะสามารถโต
และสร้างกรดกลูตามิคได้ที่อุณหภูมิสูงกว่า wild type ท าใหเ้ชือ้กลุ่มนี้มีศักยภาพที่จะน ามาใช้เพื่อผลิต
กรดอะมิโนในระดับอุตสาหกรรมที่ต้องใช้ระบบควบคุมความเย็นเพื่อลดอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นในระหว่าง
กระบวนการหมัก บวกกับปัญหาสภาวะโลกร้อนที่เกิดขึ้นในปัจจุบัน ส่งผลให้การหมักในระดับ
อุตสาหกรรมต้องเสียค่าใช้จ่ายในการควบคุมความเย็นที่สูงขึน้กว่าปกติ 
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1.5 ทฤษฎี สมมุติฐำน หรอืกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย 
 C. glutamicum เป็นแบคทีเรียที่ใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตกรดอะมิโนมาเป็นเวลานาน โดย
การผลิตกรดอะมิโนปริมาณมาก ๆ เพื่อใช้ในเชิงการค้า จ าเป็นต้องมีการเลีย้งเชื้อแบคทีเรียในถังหมัก 
(fermentor) ขนาดใหญ่ การเลี้ยงเชื้อในถังหมักขนาดใหญ่จะท าให้เกิดการสะสมของความร้อนที่
จุลินทรีย์ปล่อยออกมาระหว่างการเจริญและแบ่งตัว ส่งผลให้อุณหภูมิในถังหมักเพิ่มสูงขึ้นจนถึงจุดที่
อุณหภูมิสูงเกินกว่าที่เชื้อจะเจริญและสร้างกรดอะมิโนออกมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ถังหมักใน
โรงงานอุตสาหกรรมจึงต้องมีระบบควบคุมอุณหภูมิ เพื่อใหอุ้ณหภูมิตลอดกระบวนการหมักคงที่อยู่ใน
ระดับที่แบคทีเรียจะเจริญและสร้างกรดอะมิโนออกมาได้มากที่สุด กระบวนการควบคุมอุณหภูมินั้นมี
ค่าใช้จ่ายสูง ส่งผลใหต้้นทุนการผลิตกรดอะมิโนสูงตามไปด้วย ปัญหานี้จงึเป็นที่มาของการศึกษาวิจัย
เพื่อคัดแยกเชือ้สายพันธุ์ที่ทนอุณหภูมิสูงมาใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมการหมัก โดยมีวัตถุประสงค์ที่
จะไปลดต้นทุนการผลิตที่เสียไปกับการจัดการระบบควบคุมอุณหภูมิของถังหมัก 
 การผลิตกรดอะมิโนกลูตาเมตโดยเชื้อ C. glutamicum สายพันธุ์ดั้งเดิมจะเกิดขึ้นอย่างมี
ประสิทธิภาพที่อุณหภูมิประมาณ 30C (Hermann, 2003) การหมักกรดอะมิโนในระดับอุตสาหกรรม
โดยเชือ้กลุ่มนีจ้งึตอ้งมกีารควบคุมอุณหภูมิไมใ่ห้สูงเกินกว่านี ้ 
มีรายงานการวิจัยว่าเชื้อ C. glutamicum 2262 ที่ไม่ทนร้อน สามารปล่อยกรดกลูตามิค
ออกมาสะสมในอาหารเลี้ยงเชือ้ได้มากขึน้เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิระหว่างการหมัก จาก 33C 
ไปเป็น 39C แต่การสร้างกรดกลูตามิคของเชือ้สายพันธุ์นีไ้ม่ค่อยคงที่ มีการแปรผันสูง โดยเฉพาะเมื่อ
มีการเลี้ยงเชื้ออย่างต่อเนื่องเป็นระยะเวลานาน และเมื่อน าเชื้อมาใช้จริงในการหมักก็ยังต้องมีการ
ควบคุมอุณหภูมิในการผลิตเพื่อให้ได้กรดกลูตามิคออกมามากที่สุด (Stansen et al., 2005) แสดงให้
เห็นว่าเชื้อส่วนใหญ่ที่สามารถผลิตกรดกลูตามิคได้ที่อุณหภูมิสูง มักไม่ค่อยคงตัว พบการแปรปรวน
ของการเจริญและการผลิตกรดอะมิโนที่อุณหภูมิสูงได้บ่อย และยังไม่มีรายงานว่ามีเชื้อสายพันธุ์ใดของ 
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C. glutamicum ที่มีการเจริญและสร้างกรดกลูตามิคได้คงตัวที่อุณหภูมิสูง งานวิจัยเพื่อการคัดแยก
สายพันธุ์ของเชื้อ C. glutamicum ที่ทนร้อนจึงเป็นหัวข้อที่นักวิทยาศาสตร์ให้ความสนใจ เพื่อที่จะ
น าไปใช้ในกระบวนการผลิตกรดอะมิโนในระดับอุตสาหกรรมต่อไป 
 ประเทศไทยเป็นประเทศในแถบเส้นศูนย์สูตรที่มีอากาศร้อน-ชื้น มีอุณหภูมิในช่วงวันสูงเกือบ
ตลอดปี จัดเป็นแหล่งที่มีความหลากหลายทางชีวภาพมากกว่าพื้นที่ในแถบอื่นของโลก จึงเป็นแหล่งที่
มีความเหมาะสมในการคัดแยกเชื้อกลุ่มที่ทนอุณหภูมิสูง รวมถึงเชื้อ C. glutamicum งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์ในการคัดแยกสายพันธุ์ของเชื้อ C. glutamicum ที่มีคุณสมบัติทนร้อน สามารถเจริญและ
สร้างกรดอะมิ โนกลูตามิคได้ที่อุณหภูมิที่สูงกว่า wild type และเนื่องจากพื้นที่ ในแถบภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยที่มีอุณหภูมเิฉลี่ยตลอดปีสูงกว่าภูมิภาคอื่นของประเทศและยังไม่
เคยมีรายงานการคัดแยกเชื้อสายพันธุ์ทนร้อนของ C. glutamicum จากภูมิภาคนี้มาก่อน กลุ่มผูท้ าวิจัย
จึงมีความสนใจในการคัดแยกหาเชื้อทนร้อนจากดินในแถบนี้ โดยมุ่งหวังว่าผลที่ได้จากงานวิจัยนี้จะ
น าไปใช้ในการพัฒนาอุตสาหกรรมการหมักกรดกลูตามิครวมถึงกรดอะมิโนส าคัญชนิดอื่น ๆ ใน
สภาวะที่ไม่ตอ้งควบคุมอุณหภูมิ เพื่อลดพลังงานและต้นทุนการผลิตในระดับอุตสาหกรรม  
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1.6 ประโยชน์ที่ได้รับจำกกำรวิจัย 
1. ใช้เป็นความรู้พื้นฐานในการพัฒนาอุตสาหกรรมการผลิตกรดอะมิโนโดยแบคที เรีย                
C. glutamicum เช่น ใช้เพื่อปรับปรุงสภาวะการหมักให้เหมาะสม ใช้ปรับปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์ให้ผลิต
กรดอะมโินได้สูงและมีประสิทธิภาพมากขึน้ 
2. เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกรดอะมิโนเพื่อการค้า  
3. ปรับปรุงฐานะทางเศรษฐกิจของประเทศในด้านการผลิตกรดอะมิโน เพื่อลดการน าเข้าจาก
ต่างประเทศ 
4. มีการตพีิมพ์ เผยแพร่ ผลงาน ในวารสารหรอืการประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
หนว่ยงานที่จะน าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
1. สถาบันอุดมศกึษาของรัฐและเอกชน 
2. กระทรวงวิทยาศาสตร์ เทคโนโลยีและสิ่งแวดล้อม 
3. กระทรวงอุตสาหกรรม 
4. คณะกรรมการวจิัยแหง่ชาติ 
5. ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแหง่ชาติ 
6. สถาบันวิจัยต่าง ๆ 
7. บริษัทผลติกรดอะมโินเพื่อการคา้ 
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บทที ่2  
วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
 
2.1 อำหำรเลี้ยงเชื้อและสภำวะกำรเลี้ยงเชื้อ 
 อาหารเลีย้งเชือ้ที่ใช้ในการแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างดินคือ Lysogeny Broth (LB) และอาหาร 
glucose minimum โดย LB มีสว่นประกอบ (กรัมต่อลิตร) ดังนี้ tryptone 10, yeast extract 5 และ NaCl 
10 ส าหรับ glucose minimum medium มีส่วนประกอบ (กรัมต่อลิตร) ดังนี้ glucose 10, KH2PO4 1, 
K2HPO4 3, NH4Cl 3, urea 2, MgSO4-7H2O 0.5, FeSO4-7H2O 0.01, MnSO4-7H2O 0.001, casamino 
acid 0.5, thiamin-HCl 0.001, biotin 0.00003 และ metal mixture 1 ml การเตรียม metal mixture ท า
โ ดยละลาย  FeSO4-7H2O 0.990 g, ZnSO4-7H2O 0.880 g, CuSO4-5H2O 0.393 g, MnCl2-4H2O 
0.072 g, Na2B4O7-10H2O 0.088 g และ (NH4)6Mo7O2-4H2O 0.037 g ในน้ า 1 ลิตร เมื่อต้องการ
เตรียมอาหารแข็ง จะท าการเติม agar 1.5% ลงไปในส่วนผสม อาหารที่ใช้เก็บสายพันธุ์เชื้อระหวา่งการ
ทดลองจะใช้ LB agar และ/หรือ Nutrient agar (NA) ที่มสี่วนประกอบ (% w/v) ดังนี้ peptone 0.5, beef 
extract 0.3, NaCl 0.5 และ agar 1.5 ส าหรับอาหารที่ใช้ส าหรับวัดการเจริญและทดสอบการสร้างกร
ดกลูตามิคคือ glucose minimum  
อาหารเลี้ยงเชื้อทุกชนิดจะผ่านการท าปลอดเชื้อด้วยความร้อนชื้นที่ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เชื้อแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงบนอาหารจะน ามาบ่มที่
อุณหภูมิ 30 ถึง 37 องศาเซลเซียส หรอื อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทดลองนัน้ ๆ  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
11 
2.2 กำรแยกเชื้อแบคทเีรียจำกตัวอย่ำงดิน 
 น าตัวอย่างดิน 1 กรัม ใส่ลงใน flask ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 20 มล. ผสมด้วย nalidixic 
acid 50 µg/ml of และ sodium azide 20 µg/ml น าสารละลายตัวอย่างดินในอาหารเลี้ยงเชื้อไปเขย่าที่
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37C นาน 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน าสารละลายดินมาท า serial 
dilution ใน normal saline (0.9% NaCl) แล้วดูดตัวอย่างสารละลายดินที่ความเจือจาง 1:10 ถึง 1:104 
มา 0.1 มล. เพื่อท าการ spread plate ลงในจานอาหาร glucose minimum ที่ผสม nalidixic acid 50 
µg/ml of และ sodium azide 20 µg/ml น าจานอาหารไปบ่มที่ 37C เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หรือจนเห็น
โคโลนีของแบคทีเรียปรากฏบนจานอาหาร เก็บโคโลนีที่มีลักษณะ กลม สีครีมถึงเหลืองนวล ซึ่งตรง
กับลักษณะของเชือ้ C. glutamicum ไว้เพื่อท าการศกึษา 
 
2.3 กำรจ ำแนกเชื้อ C. glutamicum อย่ำงหยำบโดยใช้วธิี Polymerase Chain Reaction (PCR) 
เพื่อเพิ่มจ ำนวนยีนจ ำเพำะของเชื้อ C. glutamicum 
 การเตรียม DNA แมแ่บบท าโดยใช้วธิี freeze-thaw โดยใช้ปลายไม้จ้ิมฟันปลอดเชื้อเขี่ย
โคโลนีขนากเท่าเม็ดถั่วเขียวที่ขึ้นบนจานอาหารมาละลายในน้ ากลั่นปลอดเชื้อ 10 µl ที่ใส่อยู่ในหลอด
ปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มล. น าหลอดปั่นไปแช่ที่ -20C หรอื -80C จนสารละลายเชือ้จุลินทรีย์แข็ง 
หลังจากนั้น น าหลอดไปบ่มที่ 37C จนสารละลายเชือ้ละลายเป็นของเหลว ท าซ้ าประมาณ 5 ครั้ง 
ระหว่างที่ท าการ freeze-thaw ให้น าสารละลายเชื้อในหลอดปั่นมาผสมด้วยเครื่อง vortex-mixture 
เป็นระยะ ๆ เพื่อช่วยใหเ้ซลล์แตกดีขึ้น หลังจากท า freeze-thaw ให้น าหลอดปั่นไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
9,000 g นาน 1 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์ออก ดูดส่วนน้ าใสปริมาตร 5 µl ที่มี genomic DNA ปนอยู่
ไปใช้เป็น DNA template ในการท า PCR 
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 ยีนจ าเพาะที่ใชใ้นการจ าแนกเชือ้ C. glutamicum อย่างหยาบคือยีน ndh ที่แปลรหัสให้
เอนไซม์ NADH dehydrogenase การตรวจหายีนนีใ้นเชื้อที่คาดวา่จะเป็น C. glutamicum ท าโดยใช้ 
primer จ าเพาะที่จับกับยีน ndh ของ C. glutamicum เท่านั้น primer คู่ที่ใช้ในการท า PCR คือ C.ndh-N1 
ที่มลี าดับเบส CTTGCCGTGCGCGTCGACCAGCAAACGCTA (Nantapong, Kugimiya, Toyama, Adachi, & 
Matsushita, 2004) และ C.ndh-C3/1 ที่มลี าดับเบส GCGGAATTCACCTGCGGTACCTCACACGTC 
(Nantapong et al., 2004) กระบวนการท า PCR ท าโดยผสมส่วนประกอบในปฏิกิริยาตามตารางที่ 2.1 
 
ตำรำงที่ 2.1 ส่วนผสมในปฏิกิรยิา PCR ที่ใชคู้่ primer C.ndh-N1 กับ C.ndh-C3/1  
ส่วนผสมในปฏิกิรยิำ PCR ปริมำตร (µl) 
1. DNA แมแ่บบ 5 
2. Top Taq master mixed (2x) 12.5 
3. C.ndh-N1 (10 mM) 1 
4. C.ndh-C3/1 (10 mM) 1 
5. น้ ากลั่นปลอดเชื้อ 5.5 
รวม 25 
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 หลังจากผสมส่วนประกอบของปฏิกิรยิา PCR ลงในหลอด PCR แล้ว กระบวนการเพิ่มจ านวน
ชิน้ DNA จ าเพาะของยีน ndh ท าโดยใช้เครื่อง DNA thermal cycler ของ BIO-RAD (USA) โดยสภาวะ
การเพิ่มช้ิน DNA เป็นดังนี้ 
Preheating ที ่95°C เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้สายคู่ของ DNA แมแ่บบแยกออกจากกันอย่างสมบูรณ์ 
ท า PCR 30 รอบ โดยใช้ อุณหภูมิส าหรับ Denaturing ที ่95°C นาน 30 วินาที 
   อุณหภูมิส าหรับ Annealing ที่ 65°C นาน 30 วินาที 
   อุณหภูมิส าหรับ Extension ที ่72°C นาน 1 นาที 30 วนิาที  
เมื่อครบ 30 รอบ ของ PCR ท า Extension รอบสุดท้ายที่อุณหภูมิ 72°C นาน 7 นาที 
 
2.4 กำรจ ำแนกเชื้อ C. glutamicum โดยวิธีหำล ำดับเบสบน 16S rDNA 
 2.4.1 โคลนชิ้นยีน 16S rRNA จำกเซลล์แบคทเีรยีเข้ำสู่ pUCm-T vector 
 เพิ่มจ านวนชิน้ยีน 16S rRNA จากเซลล์แบคทีเรยีทดสอบโดยใช้วธิี PCR ซึ่งการเตรียม DNA 
แมแ่บบส าหรับท า PCR เตรียมโดยวิธี freeze-thaw ตามที่อธิบายไว้ในหัวข้อ 2.3 การเพิ่มจ านวนชิน้ 
16S rDNA ท าโดยใช้ universal primers ส าหรับ 16S rDNA ที่จ าเพาะกับเซลล์โปรคาริโอต โดย forward 
primer คือ 27F ที่มลี าดับเบส AGAGTTTGATCCTGGCTCAG (Lane, 1991) ส่วน reverse primer คือ 
1525R ที่มลี าดับเบส AAAGGAGGTGATCCAGCC (Lane, 1991) ส่วนผสมของการท า PCR แสดงใน
ตารางที่ 2.2 
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ตำรำงที่ 2.2 ส่วนผสมในปฏิกิรยิา PCR ที่ใชคู้่ primer C.ndh-N1 กับ C.ndh-C3/1  
ส่วนผสมในปฏิกิรยิำ PCR ปริมำตร (µl) 
1. DNA แมแ่บบ 5 
2. Top Taq master mixed (2x) 12.5 
3. 27F (10 mM) 1 
4. 1525R (10 mM) 1 
5. น้ ากลั่นปลอดเชื้อ 5.5 
รวม 25 
  
 หลังจากผสมส่วนประกอบของปฏิกิรยิา PCR ลงในหลอด PCR แล้ว กระบวนการเพิ่มจ านวน
ชิน้ 16S rDNA ท าโดยใช้เครื่อง DNA thermal cycler ของ BIO-RAD (USA) โดยสภาวะการเพิ่มชิน้ DNA 
เป็นดังนี้ 
Preheating ที ่95°C เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้สายคู่ของ DNA แมแ่บบแยกออกจากกันอย่างสมบูรณ์ 
ท า PCR 25 รอบ โดยใช้ อุณหภูมิส าหรับ Denaturing ที ่95°C นาน 30 วินาที 
   อุณหภูมิส าหรับ Annealing ที่ 50°C นาน 30 วินาที 
   อุณหภูมิส าหรับ Extension ที ่72°C นาน 1 นาที 30 วนิาที  
เมื่อครบ 25 รอบ ของ PCR ท า Extension รอบสุดท้ายที่อุณหภูมิ 72°C นาน 7 นาที 
 น าชิ้น 16S rDNA ที่ได้จาก PCR มาโคลนเข้าพลาสมิดเวคเตอร์ pUCm (Bio Basic, Canada) 
การเชื่อมต่อชิ้น 16S rDNA กับพลาสมิด pUCm ท าโดยใช้เอนไซม์ T4 DNA ligase ส่วนประกอบของ
ปฏิกิรยิาการเช่ือมต่อ DNA แสดงในตารางที่ 2.3 
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ตำรำงที่ 2.3 ส่วนผสมของปฏิกิรยิาการเช่ือมชิน้ DNA 
ส่วนผสมในปฏิกิรยิำ ปริมำตร (µl) 
1. 10x Ligation buffer 1 
2. pUCm  1 
3. ชิน้ 16S rDNA ที่ได้จากการท า PCR X 
4. น้ ากลั่นปลอดเชื้อ 7-X 
5. T4 DNA ligase 1 
รวม 10 
 
 ผสมส่วนประกอบตามตาราง 2.3 ในหลอดปั่นขนาด 1.5 มล. ให้เข้ากันดี แล้วน าหลอดไป
บ่มที่อุณหภูมิ 4C นาน 1 คืน (ประมาณ 16 ถึง 18 ช่ัวโมง) เมื่อครบเวลา น าพลาสมิดลูกผสมที่มียีน 
16S rRNA แทรกอยู่ ที่ได้จาการเชื่อมตอ่ เข้าสู่เซลล์แบคทีเรยีเจา้บ้าน E. coli  
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 2.4.2 น ำพลำสมิดลูกผสมที่มียีน 16S rRNA เข้ำสู่เซลล์ E. coli โดยวิธี CaCl2 และ Heat shock 
 การเตรียมเซลล์ E. coli ที่มีประสิทธิภาพสูง (competent cells) ในการรับ DNA จากภายนอก
เซลล์เตรียมจากสายพันธุ์ DH5 (Woodcock et al., 1989) 
 การเตรียมหัวเชื้อ (pre-culture) ของ E. coli DH5 ท าโดย เพาะเชื้อแบคทีเรียลงในอาหาร
เหลว LB ปริมาตร 5 มล. ที่บรรจุอยู่ในหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อขนาด 15 มล. น าหลอดไปบ่มโดยการ
เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37C นานประมาณ 18 ช่ัวโมง ถ่ายหัวเชื้อ 1 มล. ลงใน flask ขนาด 
300 มล. ที่บรรจุอาหารเหลว LB อยู่ 100 มล. น า flask ไปบ่มที่ 37C พร้อมทั้งเขย่าที่ความเร็ว 200 
รอบต่อนาที ติดตามการเจริญของเชื้อโดยการวัดค่าความขุ่นด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความ
ยาวคลื่น 600 nm (OD600) เมื่อได้ค่า OD600 อยู่ในช่วง 0.4 ถึง 0.5 ให้หยุดเลี้ยงเชื้อ แล้วน า flask ที่มี
เชื้อเจริญอยู่มาแช่ในน้ าแข็งนาน 10 ถึง 20 นาที แบ่งเชื้อจาก flask ลงในหลอด conical ปลอดเชื้อ
ขนาด 50 มล. ที่ pre-chilled ในน้ าแข็งมาแล้ว น าหลอดบรรจุเชื้อไปปั่นเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4C 
ความเร็ว 7,000 g เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง ล้างเซลล์ โดยละลายตะกอนเซลล์เบา ๆ ด้วย  
0.1 M MgCl2 ที่ผ่านการแช่เย็นมาแล้ว ปริมาตร 30 มล. น าหลอดไปปั่นเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนเซลล์ที่
อุณหภูมิ 4C ความเร็ว 7,000 g นาน 5 นาที เทน้ าใสส่วนบนทิ้ง ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 0.1 M 
CaCl2 แช่เย็น ปริมาตร 30 มล. บ่มหลอดในน้ าแข็งนาน 30 นาที แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4C ความเร็ว 
7,000 g นาน 5 นาที เทส่วนน้ าใสทิ้ง ละลายเซลล์ในสารละลาย 0.1 M CaCl2 ผสม 15% glycerol    
แช่เย็น ปริมาตร 1 มล. แบ่งสารละลายเซลล์ใส่หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มล. หลอดละ 100 µl 
สารละลายเซลล์ที่ได้สามารถน าไปใช้เป็น competent cells เพื่อรับสารพันธุกรรมจากภายนอกเซลล์ได้
ทันที หรือสามารถเก็บไว้ส าหรับใช้งานในอนาคต โดยน าไปจุ่มในไนโตรเจนเหลวให้เซลล์แข็งตัวอย่าง
รวดเร็วและน าไปเก็บไว้ที่ตูแ้ช่แข็งอุณหภูม ิ-80C 
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 การถ่ายทอด (transformation) พลาสมดิลูกผสมเข้าสู่เซลล์ E. coli DH5 ด้วยวิธี heat shock 
ท าได้โดย ผสม DNA กับ competent cells ที่เตรยีมไว้ ในหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มล. น าหลอดไปบ่ม
ในน้ าแข็งนาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นให้ท า heat shock โดยน าหลอดไปแช่ที่อุณหภูมิ 42C นาน            
60 วินาที แล้วย้ายหลอดลงแช่ในน้ าแข็งทันที นาน 3 นาที เติมอาหารเหลว LB ปริมาตร 1 มล. ลงใน
หลอดปั่นเหวี่ยง น าหลอดไปบ่มที่ 37C นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นน าสารละลายเซลล์ปริมาตร 50 µl 
ไปท าการ spread plate โดยใช้อาหารแข็ง LB ที่ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin ความเข้มข้น 100 µg/ml กับ 
X-gal ความเข้มข้น 80 µg/ml น าจานไปบ่มที่ 37C นาน 1 คืน โคโลนีสขีาวที่ปรากฏบนจานอาหารคือ
โคโลนีที่รับพลาสมิดลูกผสม (pUCm ที่มชิีน้ 16S rDNA แทรกอยู่) เข้าไป สว่นโคโลนีสฟี้า จะเป็นโคโลนี
ที่รับเฉพาะ vector pUCm เข้าไปภายในเซลล์ 
 2.4.3 วิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA และ กำรสร้ำงแผนภูมิววิัฒนำกำร 
(phylogenetic tree) 
 สกัดพลาสมดิลูกผสม (recombinant plasmid) ที่มชิีน้ 16S rDNA แทรกอยู่ออกมาจากเซลล ์
E. coli DH5 น าพลาสมิดที่สกัดออกมาไปวิเคราะหล์ าดับเบสบนชิน้ 16S rDNA โดยใช้เครื่อง 
Automated Sequencer และใช้ universal primers M13/pUC Forward ที่มลี าดับเบส 
CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG (Helianti, Nurhayati, & Wahyuntari, 2008) และ M13/pUC Reverse 
ที่มลี าดับเบส AGCGGATAACAATTTC ACACAGG (Helianti et al., 2008) โดย primer คู่นี้จะมีล าดับเบส
ที่เข้าคู่กันกับล าดับเบสที่อยู่บน vector pUCm ในต าแหน่งที่ขนาบข้างกับชิน้ 16S rDNA ที่แทรกอยู่บน 
vector นั้น น าผลของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ไปวิเคราะหเ์พื่อหาว่าล าดับเบสของ 16S rDNA ที่ได้จาก
ตัวอย่างตรงกับแบคทีเรยีชนิดใด โดยน าไปเทียบกับฐานขอ้มูลของ GenBank NCBI  
 น าล าดับเบสของยีน 16S rRNA ที่ได้มาท าการวิเคราะหแ์ละสร้างแผนภูมิววิัฒนาการ โดยใช้
โปรแกรม BioEdit และ MEGA 4.0  
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2.5 กำรวัดกำรเจรญิด้วยวิธีวัดค่ำควำมขุ่นที่ควำมยำวคลื่น 600 nm (OD600) 
 เตรียมหัวเชื้อของสายพันธุ์ที่จะวัดการเจริญโดยเพาะโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนี ของเชือ้ทดสอบ
ลงไปในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มล. ที่บรรจุอยู่ในหลอดทดลองขนาด 20 มล. บ่มที่อุณหภูม ิ30C 
พร้อมทั้งเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที นาน 18 ถึง 20 ช่ัวโมง ถ่ายหัวเชือ้ปริมาตร 1 มล. ลงใน
อาหารเหลว glucose minimum ปริมาตร 100 มล. ที่บรรจุอยู่ใน flask ขนาด 500 มล. น า flask ไปบ่ม
ที่อุณหภูมทิีใ่ช้ส าหรับวัดการเจรญิ โดยเขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างเซลล์จาก flask 
ออกมาวัดค่า OD600 เป็นระยะ น าผลที่ได้ไปสร้างกราฟระหว่างค่าความขุ่นกับเวลา 
 
2.6 กำรวิเครำะห์ปรมิำณกรดอะมิโนกลูตำเมตด้วยวิธี Thin Layer Chromatography (TLC)  
 เลี้ยงเชือ้ที่ตอ้งการวิเคราะห์การสรา้งกรดกลูตามิคในอาหาร glucose minimum ปริมาตร 
100 มล. ที่บรรจุใน flask ขนาด 500 มล. น าไปบ่มที่อุณหภูมทิี่จะท าการวิเคราะห ์ โดยการเขย่าดว้ย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เมื่อเชือ้เจริญถึงช่วง late log หรอื early stationary ให้เก็บส่วนของน้ าเลี้ยง
เชื้อมาวัดหาปริมาณกรดกลูตามิค โดยหยดน้ าเลี้ยงเชือ้ปริมาตร 20 ถึง 50 µl ลงบนแผน่ silica gel 60 
(Merck AG, Germany) ปล่อยใหแ้หง้ที่อุณหภูมิหอ้ง น าแผ่น silica gel ไปแช่ในโถแก้วที่มตีัวท าละลาย
ประกอบไปด้วย butanol:glacial acetic acid:น้ า ในอัตราส่วน 60:15:25 ทิง้ไว้ที่อุณหภูมิหอ้งประมาณ  
2 ช่ัวโมง หรอืจนตัวท าละลายเคลื่อนที่มาจนเกือบสุดปลายอีกด้านหนึ่งของแผน่ silica gel (ระยะ 1.5 
ถึง 2 ซม. จากปลายด้านที่ไม่ได้หยดตัวอย่าง) น าแผน่ silica gel ไปตากใหแ้หง้ในตู้ดูดควัน (fume hood) 
พ่นสารละลาย 0.2% ninhydrin ลงไปให้ทั่วแผ่น silica gel อย่างสม่ าเสมอ รอจนเห็นจุดสีมว่งของกรด 
กลูตามิคปรากฏขึน้ ค านวณหาค่า retention factor (RF) ของตัวอย่าง แล้วน าไปเทียบกบัสารละลาย
บริสุทธิ์ของกรดกลูตามิคที่ใช้เป็นสารละลายมาตรฐาน 
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 ค่า RF คือค่าอัตราส่วนระหว่าง ระยะทางที่กรดกลูตามิคเคลื่อนที่ (ต าแหนง่ที่หยดตัวอย่าง
ถึงจุดกึ่งกลางของวงสีม่วง) ต่อ ระยะทางที่ตัวท าละลายเคลื่อนที่ (ต าแหน่งที่หยดตัวอย่างถึงต าแหน่งที่
ตัวท าละลายเคลื่อนที่ถึง) 
 ปริมาณของกรดกลูตามิควัดได้โดย น าวงสีม่วงที่เกิดบนแผ่น silica gel มาสกัด แล้วน าไปวัด
ค่าการดูดกลืนแสง โดยตัดส่วนที่เป็นวงสีม่วงจากแผ่น silica gel น าไปแช่ใน 0.005% CuSO4-5H2O ใน 
75% ethanol ปริมาตร 2 มล. ตั้งทิง้ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ดูดส่วนน้ าใสมาวัดการดูดกลืน
แสงจ าเพาะของกรดกลูตามิคที่ความยาวคลื่น 570 nm ปริมาณกรดกลูตามิคในตัวอย่างค านวณได้
จากการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงกับกราฟของสารละลายกรดกลูตามิคมาตรฐานที่ความเข้มข้น 
0.1, 0.3, 0.5, 1.0 และ 2.0 µmole ตามล าดับ 
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บทที ่3  
ผลกำรวจิัยและอภิปรำยผลกำรวจิัย 
 
3.1 กำรเพิ่มประสิทธิภำพอำหำรเลี้ยงเชื้อที่ใช้แยก Corynebacterium glutamicum จำกตัวอย่ำง
ดิน 
 การแยกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างในธรรมชาติมักใช้อาหารประเภท Selective และ/หรือ 
Differential ที่มคีวามจ าเพาะต่อเชื้อที่ต้องการแยก โดยอาหารเลีย้งเชื้อที่ใชต้้องไปยับยั้งไม่ให้เชื้อชนิดอื่นที่
ปนเปื้อนอยู่ในตัวอย่างเจริญขึ้นมา และ/หรือ ไปลดการเจริญของเชื้อปนเปื้อนให้เจริญขึน้มาน้อยที่สุด ใน
ขณะเดียวกันอาหารเลีย้งเชือ้ก็ควรมีคุณสมบัติส่งเสริมให้เชือ้ที่ต้องการแยกเจริญขึน้มามากที่สุด แสดงให้
เห็นความแตกต่างระหว่างลักษณะโคโลนีของเชือ้ที่ต้องการแยกกับเชือ้ปนเปื้อนที่ไม่ต้องการได้ เนื่องจาก
งานวิจัยนี้ต้องการที่จะคัดแยกเชื้อ C. glutamicum จากตัวอย่างดิน ซึ่งจัดเป็นตัวอย่างที่มีความ
หลากหลายในด้านชนิดและจ านวนของเชื้อจุลินทรีย์ค่อนข้างสูง อาหารที่ใช้คัดเลือก C. glutamicum จาก
ตัวอย่างดินจึงควรมีคุณสมบัติตามที่กล่าวไว้ข้างต้น อย่างไรก็ดี ยังไม่เคยมีการรายงานเกี่ยวกับอาหาร 
selective ที่จ าเพาะต่อเชือ้แบคทีเรยี C. glutamicum  
ในปี ค.ศ. 2007 มีบทวิทยานิพนธ์รายงานการคัดแยก C. glutamicum จากตัวอย่างดินในประเทศ
ไทยโดยใช้อาหารเหลว D2 (Kithakarn & Trakulnaleamsai, 2007) ที่ผสมสารยับยั้งการเจริญของจุลินทรีย์
ในดินชนิดอื่น ได้แก่ Nalidixic acid ความเข้มข้น 10 µg/ml และ Sodium azide ความเข้มข้น 2 µg/ml โดย 
Nalidixic acid มีคุณสมบัติไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ DNA gyrase ในแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งเป็น
เอนไซม์ส าคัญที่เซลล์ต้องใช้ในการคลายเกลียว supercoil ระหว่างกระบวนการ DNA replication หาก
เอนไซม์ DNA gyrase ไม่ท างาน กระบวนการ replication จะถูกยับยั้ง เซลล์ไม่สามารถเจริญและแบ่งตัว
ได้ ส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด (Boyle, Cook, & Goss, 1969; Cook, Brown, Boyle, & Goss, 1966; Goss, 
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Deitz, & Cook, 1964) C. glutamicum จัดเป็นแบคทีเรยีแกรมบวก ที่มีผนังเซลล์แข็งแรงกว่าเชือ้แกรมบวก
ทั่ว ๆ ไป เนื่องจากส่วนของผนังเซลล์ช้ัน peptidoglycan ถูกห่อหุ้มด้วยช้ันของสารประกอบประเภทไขมัน 
ที่เรียกว่า mycolic acid ที่ช่วยเพิ่มความแข็งแรง ทนทาน ใหก้ับเซลล์ และยังมีรายงานว่า ช้ัน mycolic acid 
เป็นช้ันที่ไปขัดขวางการน า nalidixic acid เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย จงึท าให ้C. glutamicum มีความทนทานต่อ 
nalidixic acid (Park et al., 2008) 
Sodium azide (NaN3) เป็นสารที่มีคุณสมบัติยับยั้งกระบวนการสร้างพลังงาน (ATP) ของเซลล์ 
โดยไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ cytochrome oxidase (Sousa et al., 2012) ที่ท าหน้าที่ขนส่ง electron 
ในลูกโซ่ขนถ่าย electron เมื่อกระบวนการขนส่ง electron ของเซลล์ถูกยับยั้ง เซลล์ไม่สามารถสร้าง ATP 
ได้ ส่งผลให้เซลล์ตายในที่สุด การที่ C. glutamicum มีความทนทานต่อ sodium azide เนื่องจาก เซลล์มี
กระบวนการขนส่ง electron เพื่อสร้าง ATP หลายสาย หากการขนส่ง electron ผ่านเอนไซม์ cytochrome 
oxidase ถูกยับยั้ ง  เซลล์ก็สามารถสร้าง ATP ผ่านการขนส่ง electron สายอื่นได้  (Das, Silaghi-
Dumitrescu, Ljungdahl, & Kurtz, 2005 ; Kabus, Niebisch, & Bott, 2007) เชื้อจึงเจริญในสภาวะที่มี  
sodium azide ได้ 
ผู้วิจัยเริ่มต้นท าการแยกเชื้อ C. glutamicum จากตัวอย่างดินโดยใช้อาหาร LB ที่ผสม nalidixic 
acid และ sodium azide ในระดับความเข้มข้นเดียวกับที่มีรายงานไว้ในปี ค.ศ. 2007 (Kithakarn & 
Trakulnaleamsai, 2007) ผลการทดลองพบว่า มีโคโลนีของจุลินทรีย์ขึ้นมาบนอาหารหลายชนิด จนไม่
สามารถจ าแนก หรือ คัดแยก C. glutamicum ออกมาจากจานอาหารได้ (รูปที่ 3.1) แสดงให้เห็นว่า สาร
ยับยั้งการปนเปื้อนของเชื้อที่ผสมลงไปในอาหารอาจยังไม่เพียงพอและเหมาะสม 
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รูปที่ 3.1 โคโลนีของเชื้อปนเปื้อนในตัวอย่างดิน เจริญขึ้นมาบดบังโคโลนีของเชื้อ C. glutamicum บนอาหาร
แข็ง LB ที่ผสม nalidixic acid 10 µg/ml และ sodium azide 2 µg/ml 
  
เพื่อที่จะลดปริมาณการปนเปื้อนของเชื้อจุลินทรีย์จากดินให้มากที่สุด ผู้วิจัยได้ท าการศึกษาเพื่อ
ปรับปรุงหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ nalidixic acid และ sodium azide ในอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยท าการ
ทดลองเปลี่ยนแปลงความเข้มขน้ของ nalidixic acid และ sodium azide ในอาหารเลี้ยงเชือ้ที่หลาย ๆ ระดับ 
โดยเปลี่ยนแปลงระดับความเข้มข้นของ nalidixic acid ตั้งแต่ 5 ไปจนถึง 65 µg/ml ผสมกับ sodium azide 
ที่ระดับความเข้มข้นตั้งแต่ 2 ไปจนถึง 26 µg/ml แล้วน าอาหารที่มีความเข้มข้นของ nalidixic acid และ 
sodium azide ในระดับต่าง ๆ มาเพาะเชือ้แบคทีเรียทดสอบที่อาจพบปนเปื้อนได้บ่อยในดิน ได้แก่ Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus และ Pseudomonas aeruginosa เทียบ
กับเชื้อ Corynebacterium glutamicum แล้วสังเกตว่าความเข้มข้นระดับใดที่เชื้อทดสอบ B. subtilis, E. coli, 
B. cereus, S. aureus และ P. aeruginosa ไม่เจริญ แตเ่ชื้อ C. glutamicum เจริญได้  
จากผลการทดลองที่แสดงไว้ในตารางที่ 3.1 สรุปว่า เชื้อทดสอบทั้งหมดรวมถึง C. glutamicum 
สามารถเจริญได้ในอาหารที่มีความเข้มข้นของ nalidixic acid 10 µg/ml และ sodium azide 2 µg/ml ซึ่ง
เป็นความเข้มข้นที่ใช้ในงานวิจัยของ Kitchakarn (Kithakarn & Trakulnaleamsai, 2007) เมื่อความเข้มข้น
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ของ nalidixic acid และ sodium azide เพิ่มมากขึน้ ชนิดของเชือ้ทดสอบที่เจริญได้ก็ลดลงเป็นล าดับ และที่
ความเข้มข้นของ nalidixic acid เป็น 45 µg/ml และ sodium azide เป็น 18 µg/ml พบว่า ไม่มีเชื้อทดสอบ
ตัวใดเจริญได้ ในขณะที่ C. glutamicum ยังสามารถเจริญได้ (ตารางที่ 3.1) ที่ระดับความเข้มข้นของ 
nalidixic acid เ ป็ น  5 5  µg/ml และ  sodium azide เ ป็ น  2 2  µg/ml พบ ว่ า  C. glutamicum ไ ม่ เ จ ริญ         
(ตารางที่  3.1) ผู้วิจัยจึงเลือกใช้ระดับความเข้มข้นสูงสุดของ nalidixic acid และ sodium azide ที่              
C. glutamicum สามารถเจริญได้ คือ ที่ความเข้มข้นของ nalidixic acid เท่ากับ 50 µg/ml และ sodium 
azide เท่ากับ 20 µg/ml ผสมลงในอาหารส าหรับคัดแยกเชือ้จากตัวอย่างดนิ  
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ตำรำงท่ี 3.1 ผลของของ Nalidixic acid และ Sodium azide ต่อการเจริญของ C. glutamicum และกลุ่มเชื้อ
แบคทีเรยีทดสอบที่อาจพบปนเปื้อนในตัวอย่างดนิ 
 
ควำมเข้มข้น (µg/ml) 
C. glutamicum  
เชื้อทดสอบ 
Nalidixic acid NaN3 B. subtilis E. coli B. cereus S. aureus P. aeruginosa 
5 2       
10 4       
15 6       
20 8       
25 10       
30 12       
35 14       
40 16       
45 18       
50 20       
55 22       
60 24       
65 26       
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 อย่างไรก็ดี เมื่อผูว้ิจัยทดลองเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเชื้อจากอาหารแข็ง LB ไปเป็นอาหารแข็ง glucose 
minimum พบว่า ชนิดของจุลินทรีย์ที่ปนเปื้อนมาระหว่างการคัดแยก C. glutamicum จากตัวอย่างดิน 
ลดลงไปมาก (รูปที่ 3.2) ผู้วจิัยจึงเลือกใช้อาหารแข็ง glucose minimum ผสม nalidixic acid 50 µg/ml และ 
sodium azide 20 µg/ml ในการแยก C. glutamicum จากตัวอย่างดนิ 
 
 A        B 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2 ลักษณะโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ที่แยกจากตัวอย่างดินบนจานอาหาร LB (A) และ glucose 
minimum (B) ที่ผสม nalidixic acid 50 µg/ml และ sodium azide 20 µg/ml (ส่วนที่ลูกศรชี้ คือ 
โคโลนีที่คาดว่าจะเป็น C. glutamicum) 
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3.2 กำรแยกเชื้อ thermotolerant C. glutamicum จำกตัวอย่ำงดิน 
 เก็บตัวอย่างดินจากพื้นที่ในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือเพื่อแยกหาเชื้อ C. glutamicum โดย
ท าการเพาะเลี้ยงที่ 37C บนอาหาร glucose minimum ที่ผสม nalidixic acid 50 µg/ml และ sodium 
azide 20 µg/ml ลงไปเพื่อยับยั้งการเจริญของเชื้อในดินชนิดอื่น โดยวิธีการอย่างละเอียดอธิบายไว้ใน 
บทที่ 2 หัวข้อ 2.2 คัดเลือกโคโลนีที่มีลักษณะตรงตามลักษณะของเชื้อ C. glutamicum คือ มีสีเหลือง 
โคโลนีกลม ขอบเรียบ (รูปที่ 3.3)  
จากตัวอย่างดินที่เก็บมาทั้งหมด พบเชื้อที่มีโคโลนีคล้าย C. glutamicum อยู่ 120 isolates โดย
ให้ช่ือสายพันธุ์เป็น PP1 ถึง PP120 ตามล าดับ  
 
 
รูปที่ 3.3 ลักษณะโคโลนีของเชื้อกลุ่ม PP เจริญที่ 37C บนอาหาร glucose minimum 
  
  
 
 
 
 
 
 
27 
3.3 กำรจ ำแนกเชื้อ C. glutamicum จำกเชื้อ 120 isolates 
น าเชื้อทั้ง 120 isolates มาทดสอบอย่างคร่าว ๆ ว่าเป็นเชื้อ C. glutamicum หรือไม่ โดยน าไป
ย้อมสีแกรม และท า PCR โดยใช้ primers ที่มคีวามจ าเพาะกับยีน ndh ของ C. glutamicum  
 ผลการย้อมสีแกรมพบว่า เชื้อทั้ง 120 isolates ติดสีแกรมบวก รูปร่างเป็นท่อนสั้น ไม่สร้าง
สปอร์ ซึ่งตรงกับคุณสมบัติของเชือ้ C. glutamicum (รูปที่ 3.4)  
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.4 ลักษณะการติดสีแกรมและรูปร่างของเซลล์ ของเชื้อสายพันธุ์ PP อายุ 24 ช่ัวโมง เจริญที่ 
37C บนอาหาร glucose minimum (Bar = 10 µm; ก าลังขยายของภาพ = 1000 เท่า) 
  
เมื่อน าเชื้อทั้ง 120 isolates มาท า PCR โดยใช้ primers ที่มีความจ าเพาะ (C.ndh-N1 และ 
C.ndh-C3/1) ต่อยีน ndh ของ C. glutamicum พบว่า มีเพียง 44 isolates ที่สามารถ amplify ชิ้นส่วน
ขนาด 2 kb ของยีน ndh จาก primers จ าเพาะ C.ndh-N1 และ C.ndh-C3/1 ได้ (รูปที่ 3.5) เชื้อทั้ง 44 
isolates คือ PP24, PP25, PP26, PP29, PP30, PP37, PP40, PP41, PP43, PP45, PP46, PP48, PP51, 
PP52, PP53, PP54, PP67, PP68, PP69, PP70, PP71, PP72, PP79, PP80, PP81, PP82, PP83, PP84, 
PP91, PP92, PP93, PP94, PP95, PP105, PP106, PP108, PP109, PP110, PP112, PP113, PP114, 
PP117, PP118 และ PP119  
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M   +       1    2   3   M    +   4    5    6                7    8          9 
 M   +   10              11  12  13   14   15  16  M   +    17  18   19  20   21   22   23  24   25  26   
 M   +    27  28   29  30   31  32   33                              M   +   34   35        36   37  38        39  
  M    +     40                 41   42   43           44 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.5 Agarose gel electrophoresis ของ PCR products ขนาด 2 kb ที่ได้จาก primers C.ndh-N1 
และ C.ndh-C3/1 ของเชือ้ 44 isolates 
(M คือ  Hind III marker; + คือ positive control; 1 คือ PP24; 2 คือ PP25; 3 คือ PP26; 4 คือ PP29; 5 
คือ PP30; 6 คือ PP37; 7 คือ PP40; 8 คือ PP41; 9 คือ PP43; 10 คือ PP45; 11 คือ PP46; 12 คือ PP48; 
13 คือ PP51; 14 คือ PP52; 15 คือ PP53; 16 คือ PP54; 17 คือ PP67; 18 คือ PP68; 19 คือ PP69; 20 
คือ PP70; 21 คือ PP71; 22 คือ PP72; 23 คือ PP79; 24 คือ PP80; 25 คือ PP81; 26 คือ PP82; 27 คือ 
PP83; 28 คือ  PP84; 29 คือ  PP91; 30 คื อ  PP92; 31 คือ  PP93; 32 คือ  PP94; 33 คือ  PP95; 34 คือ 
PP105; 25 คือ PP106; 36 คือ PP108; 37 คือ PP109; 38 คือ PP110; 39 คือ PP112; 40 คือ PP113; 41 
คอื PP114; 42 คอื PP117; 43 คอื PP118; 44 คอื PP119) 
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 เมื่อน าเชื้อทั้ง 44 isolates ไปทดสอบการสร้างกรดกลูตามิคอย่างคร่าว ๆ ที่ 37C ในอาหาร
เหลว glucose minimum ปริมาตร 5 มล. พบว่า มีเพียง 3 isolates คือ PP25, PP29 และ PP80 ที่ 
สามารถเจรญิและสรา้งกรดกลูตามิคได้ดีกว่า wild type (C. glutamicum ATCC13032) 
 
3.4 จ ำแนกเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 โดยใช้กำรเทยีบล ำดับ nucletides ของยีน 16S rRNA 
 การตรวจสอบเพื่อยืนยันว่าเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 เป็นเชื้อ C. glutamicum ท าได้โดย
การหาล าดับเบสของยีน 16S rRNA เพื่อน ามาเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank ว่าตรงกับเชื้อ             
C. glutamicum หรอืไม่ วิธีการวิเคราะหย์ีน 16S rRNA อธิบายไว้ในบทที่ 2 หัวข้อที่ 2.4  
ผลการทดลองพบว่าล าดับเบสของยีน 16S rRNA ของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 มีความ
คล้ายคลึงกับ C. glutamicum ATCC13032 ซึ่ง เป็นสายพันธุ์ดั้ ง เดิมของเชื้อชนิดนี้  อยู่ถึง 99%                           
(รูปที่ 3.6, รูปที่ 3.7, รูปที่ 3.8) จึงสรุปว่า เชือ้ PP25, PP29 และ PP80 ที่แยกได้จากดิน เป็นสายพันธุ์
ของเชือ้ C. glutamicum  
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PP25      GGGTCTAATACCGAATATTCACACCACCGTAGGGGTGGTGTGGAAAGCTTTATGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCACCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCTACA  120 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| || 
ATCC13032 GGGTCTAATACCGAATATTCACACCACCGTAGGGGTGGTGTGGAAAGCTTTATGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCGACG  279 
 
PP25      GGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCACCGACACCCCG  240 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| || || 
ATCC13032 GGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCG  399 
 
PP25      TGGGGGATGACAGCCTTCTGGTTGTAAACTCCTTTCTCTAGGGACAAAACCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAAAAACACCGGCTAACTACATGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG  360 
          ||||||||||  |||||| ||||||||||||||||| |||||||| || ||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGACGAAGCCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGG  519 
 
PP25      TGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCGGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTG  480 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCGGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTG  639 
 
PP25      TAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGA  600 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGA  759 
 
PP25      ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA  720 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCA  879 
 
PP25      AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATAC  840 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 AGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATAC  999 
 
PP25      GTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGT  960 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
ATCC13032 GTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTATGGT  1119 
 
PP25      GGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCA  1080 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCA  1239 
 
PP25      CACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT  1200 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 CACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGT  1359 
 
PP25      TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGCTGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1314 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGCTGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1473 
 
 
รูปที่ 3.6 เปรียบเทียบล าดับเบสของยนี 16S rRNA ระหว่างเชือ้ PP25 กับ C. glutamicum ATCC13032 (99% identity) 
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PP29      AGCTTTATGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCACCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCTACAGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGACA  120 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 AGCTTTATGCGGTGTGGGATGAGCCTGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCAAGGCGTCGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACATTGGGACTGAGACA  324 
 
PP29      CGGCCCACACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCACCGACACCCCGTGGGGGATGACAGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCTCTAGGGAC  240 
          ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| || ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||| |||||||| 
ATCC13032 CGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGAC  444 
 
PP29      AAAACCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAAAAACACCGGCTAACTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTG  360 
           || ||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GAAGCCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTG  564 
 
PP29      GTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCTGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTATGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATA  480 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTCGGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATA  684 
 
PP29      TCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGC  600 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCAGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGC  804 
 
PP29      TAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG  720 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGG  924 
 
PP29      AGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA  840 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 AGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCA  1044 
 
PP29      GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGG  960 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGG  1164 
 
PP29      GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGA  1080 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCTTCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGA  1284 
 
PP29      TTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTA  1200 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGCTAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTA  1404 
 
PP29      ACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGCTGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1269 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 ACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGCTGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1473 
 
 
รูปที่ 3.7 เปรียบเทียบล าดับเบสของยนี 16S rRNA ระหว่างเชือ้ PP29 กับ C. glutamicum ATCC13032 (99% identity) 
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PP80      GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCACCGACACCCCGTGGGGGATGACAGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGACAAAACCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAAAAACACCGG  120 
          ||||||||||||||||||||||||| |||| || ||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||| || |||||| 
ATCC13032 GCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATGAAGGCCTTCGGGTTGTAAACTCCTTTCGCTAGGGACGAAGCCTTATGGTGACGGTACCTGGAGAAGAAGCACCGG  483 
 
PP80      CTAACTACGTGCCACCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTC  240 
          |||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATTACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTTGTCGCGTCGTCTGTGAAATCCCGGGGCTTAACTTC  603 
 
PP80      TGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCA  360 
           ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GGGCGTGCAGGCGATACGGGCATAACTTGAGTGCTGTAGGGGAGACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCAATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCA  723 
 
PP80      GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTATATATCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTATGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTA  480 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGGTGGGCGCTAGGTGTAGGGGTCTTCCACGACTTCTGTGCCGCAGCTA  843 
 
PP80      ACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTACAGGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA  600 
          ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 ACGCATTAAGCGCCCCGCCTGGGGAGTAC-GGCCGCAAGGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGTGGATTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTA  962 
 
PP80      CCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACCGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA  720 
          ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 CCTGGGCTTGACATGGACCGGATCGGCGTAGAGATACGTTTTCCCTTGTGGTCGGTTCACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA  1082 
 
PP80      GCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCT  840 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 GCGCAACCCTTGTCTTATGTTGCCAGCACATTGTGGTGGGTACTCATGAGAGACTGCCGGGGTTAACTCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGTCCAGGGCT  1202 
 
PP80      TCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGC  960 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TCACACATGCTACAATGGTCGGTACAGCGAGTTGCCACACCGTGAGGTGGAGCTAATCTCTTAAAGCCGGCCTCAGTTCGGATTGGGGTCTGCAACTCGACCCCATGAAGTCGGAGTCGC  1322 
 
PP80      TAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGC  1080 
          |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TAGTAATCGCAGATCAGCAACGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACGTCATGAAAGTTGGTAACACCCGAAGCCAGTGGCCCAACCTTTTAGGGGGGAGC  1442 
 
PP80      TGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1111 
          ||||||||||||||||||||||||||||||| 
ATCC13032 TGTCGAAGGTGGGATCGGCGATTGGGACGAA  1473 
 
รูปที่ 3.8 เปรียบเทียบล าดับเบสของยนี 16S rRNA ระหว่างเชือ้ PP80 กับ C. glutamicum ATCC13032 (99% identity) 
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3.5 กำรเจรญิของเชื้อ C. glutamicum PP25, PP29 และ PP80 ที่อุณหภูมิต่ำง ๆ 
 การทดสอบการเจริญของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 จะท าเปรียบเทียบกับ wild type              
C. glutamicum ATCC13032 โดยจะเลีย้งเชื้อในอาหาร glucose minimum ปริมาตร 100 มล. ที่อุณหภูมิ
ต่าง ๆ ได้แก่ 30C, 35C, 37C, 38C, 38.5C, 39C, 40C และ 41C พร้อมทั้งเขย่าด้วย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที และเก็บเชื้อมาวัด OD600 ทุก ๆ 3 ช่ัวโมง ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 
3.9  
จากภาพ แสดงให้เห็นว่าที่อุณหภูมิ 30C และ 35C เชื้อ PP25, PP29 และ PP80 เจริญได้ดี
ใกล้เคียงกับ wild type ATCC13032 แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิสูงขึ้นเป็น 37C เชื้อ PP25, PP29 และ PP80 
เจริญได้ดีกว่า wild type ที่อุณหภูมิ 38C, 38.5C, 39C และ 40C wild type ไม่สามารถเจริญได้ 
ในขณะที่ PP25, PP29 และ PP80 ยังเจริญได้ อย่างไรก็ดีการเจริญของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 
จะลดลงเรื่อย ๆ เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น และเมื่ออุณหภูมิการบ่มเพิ่มสูงขึ้นเป็น 41C เชื้อ PP25, PP29 
และ PP80 ไม่สามารถเจรญิได้ 
การทดลองนี้สรุปได้ว่า เชื้อ PP25, PP29 และ PP80 สามารถเจริญที่อุณหภูมติ่ า ๆ (30C ถึง 
35C) ได้เหมือน wild type แต่เมื่ออุณหภูมิสูงขึ้น ( 38C) wild type C. glutamicum ไม่สามารถ
เจริญได้ ในขณะที่ PP25, PP29 และ PP80 ยังเจริญตอ่ไปได้ ดังนัน้เชื้อ PP25, PP29 และ PP80 จงึจัด
อยู่ในกลุ่มเชือ้ C. glutamicum ที่มคีวามสามารถในการทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant) 
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30C 35C 
37C 38C 
38.5C 39C 
40C 41C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.9 กราฟแสดงการเจริญของเชื้อ PP25 (), PP29 (), PP80 () และ C. glutamicum 
ATCC13032 ()ที่อุณหภูมติ่าง ๆ ในอาหารเหลว glucose minimum ปริมาตร 100 มล.   
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3.6 กำรสร้ำงกรดอะมิโนกลูตำเมตที่อุณหภูมิต่ำง ๆ ของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 
 การเปรียบเทียบการสร้างกรดกลูตามิคของ wild type C. glutamicum ATCC13032 กับ เชื้อ 
PP25, PP29 และ PP80 ท าโดยเพาะเลี้ยงเชื้อในอาหาร glucose minimum ปริมาตร 100 มล. ที่
อุณหภูมิต่าง ๆ ได้แก่ 30C, 35C, 37C, 38C, 38.5C, 39C, 40C และ 41C พร้อมทั้งเขย่า
ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที เมื่อเชือ้เจรญิอยู่ในชว่งระหว่าง late log ถึง early stationary ให้ท าการ
เก็บน้ าเลี้ยงเชือ้มาวัดปริมาณของกรดกลูตามิคที่เชื้อสรา้งและปล่อยออกมาสะสมในอาหารเลีย้งเชื้อ  
 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า ที่อุณหภูมิ 30C และ 35C เชื้อ PP25, PP29 และ PP80 
ผลิตกรดกลูตามิค ได้ดีใกล้เคียงกับ wild type ATCC13032 (รูปที่ 3.10) แต่เมื่ออุณหภูมิของการหมัก
สูงขึ้นอยู่ในช่วง 37C ถึง 40C การสร้างกรดกลูตามิคของ wild type ATCC13032 จะลดลง ในขณะ
ที่  PP25, PP29 และ PP80 สร้างได้มากขึ้น และสร้างได้มากกว่า wild type อย่างมีนัยส าคัญ                                 
(รูปที่ 3.10) โดย PP25 สร้างกรดกลูตามิคออกมาได้มากที่สุดที่อุณหภูมิ 38C ส่วน PP29 และ PP80 
สร้างกรดกลูตามิคออกมาได้มากที่สุดที่อุณหภูมิ 38.5C 
 ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าสายพันธุ์ wild type ของ C. glutamicum มีความสามารถผลิต 
กรดกลูตามิคได้ดีที่อุณหภูมิต่ า (ประมาณ 30C) เท่านั้น แต่สายพันธุ์ที่ได้จากงานวิจัยนี้ คือ PP25, 
PP29 และ PP80 สามารถสร้างกรดกลูตามิค ได้ตั้งแต่ช่วงอุณหภูมิ 30C ถึง 40C ซึ่งจัดว่าเป็น
คุณสมบัติที่ดีที่สามารถน ามาใช้ผลิตกรดอะมิโนในระดับอุตสาหกรรม โดยไม่จ าเป็นต้องใช้ระบบหล่อ
เย็นเพื่อควบคุมอุณหภูมิระหว่างการหมักให้คงที่อยู่ที่ 30C เหมือนกับการหมักด้วยสายพันธุ์ที่เป็น 
wild type จัดเป็นการประหยัดพลังงานและลดค่าใช้จ่ายในการผลิต 
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รูปที่ 3.10 เปรียบเทียบการสร้าง glutamic acid ของเชื้อ C. glutamicum สายพันธุ์ต่าง ๆ ที่อุณหภูมิ 
30C, 35C, 37C, 38C, 38.5C, 39C, 40C และ 41C จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ใน
อาหาร glucose minimum ปริมาตร 100 มล. เขย่าที่ความเร็ว 200 รอบต่อนาที  
โดย      แสดงการสร้างglutamic acid ของสายพันธุ์ ATCC13032 (wild type),      แสดง
การสร้างglutamic acid ของสายพันธุ์ PP25,      แสดงการสร้างglutamic acid ของสาย
พันธุ์ PP29,      แสดงการสร้างglutamic acid ของสายพันธุ์ PP80 (กราฟนี้สร้างจากผล
การทดลอง (n) เท่ากับ 3 ซ้ า เปรียบเทียบความแปรปรวนจากตัวแปรเดียวด้วยการ                                       
ค าณวนโดยวิธีของ Dunnett one way ANNOVA ที่ค่าความเช่ือม่ัน P ≤ 0.05) 
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3.7 ศกึษำควำมสัมพันธ์และวิวัฒนำกำรของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 
น าเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 มาศึกษาความสัมพันธ์และวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิ
วิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 4.0 โดยใช้ข้อมูลจากล าดับ nucleotides ของยีน 
16S rRNA  
ผลการวิเคราะห์ phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่า PP25, PP29 และ PP80 วิวัฒนาการ
แตกต่างกันออกไป (รูปที ่3.11) โดย PP29 และ PP80 มีววิัฒนาการมาด้วยกัน มีความสัมพันธ์กัน และ
สัมพันธ์ใกล้ชิดกับ wild type C. glutamicum ATCC13032 (KY9002) โดย PP29, PP80 และ wild type 
มี common ancestor ชนิดเดียว ส่วน PP25 มีสายวิวัฒนาการแยกออกไปจาก PP29, PP80 และ wild 
type แผนภูมิวิวัฒนาการแสดงให้เห็นว่า PP25 มี common ancestor ที่แตกต่างออกไปจากตัวอื่น แต่
ไปสัมพันธ์กับ C. glutamicum สายพันธุ์ R 
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รูปที่ 3.11 แผนภูมิวิวัฒนาการแสดงความสัมพันธ์ของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 กับเชื้อแบคทีเรีย
ใน genus ต่าง ๆ โดยวิเคราะหเ์ปรียบเทียบล าดับเบสของยีน 16S rRNA  
หมำยเหตุ: C. glutamicum KY9002 คือ สายพันธุ์เดียวกับ C. glutamicum ATCC13032 ซึ่งคือสาย
พันธุ์ดัง้เดิม (wild type)  
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บทที ่4 
สรุปกำรวจิัย 
 
สรุปกำรวิจัย 
 สายพันธุ์ของเชื้อ C. glutamicum ที่ได้จากงานวิจัย คือ PP25, PP29 และ PP80 แยกได้จาก
ตัวอย่างดินปนเปื้อนมูลนกเอี้ยง ที่เก็บจากจังหวัดร้อยเอ็ด เชื้อทั้ง 3 ตัวนี้ จัดเป็นสายพันธุ์ของเชื้อ                                        
C. glutamicum ในกลุ่ม thermotolerant ที่เจริญและผลิต glutamic acid ได้ดีที่อุณหภูมิสูง และสูงกว่า
สายพันธุ์ดั้งเดิม ATCC13032 การศึกษาและพัฒนาสายพันธุ์ของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 จึงเป็น
หนทางที่อาจน าไปสู่การปรับปรุงกระบวนการหมักกรดอะมิโนกลูตาเมตในระดับอุตสาหกรรม ใน
สภาวะที่ไม่ตอ้งควบคุมอุณหภูมิ ซึ่งเป็นหนทางที่จะช่วยลดพลังงานและต้นทุนการผลิต 
ในปี ค.ศ. 2012 กลุ่มวิจัยของ Zheng (Zheng, Liu, Du, Ni, & Sun, 2012) ได้กระตุ้นสายพันธุ์
ของเชื้อ C. glutamicum S9114 กับ C. glutamicum ATCC1376 ให้เกิดการกลายพันธุ์โดยใช้สารเคมี
ตามด้วย genome shuffling เ ชื้อกลายพันธุ์  F343 สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 44C และผลิต                                     
กรดกลูตามิคที่อุณหภูมิ 38C ได้มากกว่า parental strains ถึง 1.8 เท่า เมื่อท าการศึกษาเปรียบเทียบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ F343 กับ parental strains โดยวิธี Amplified Fragment 
Length Polymorphism (AFLP) พบว่า F343 เกิดวิวัฒนาการ มีการเปลี่ยนแปลงด้านล าดับ nucleotides 
บน ยีโนมแตกต่างไปจาก parental strains เป็นเหตุให้ F343 มีคุณสมบัติในการทนอุณหภูมิ และผลิต
กรดกลูตามิคได้ที่อุณหภูมสิูงกว่า parental strains  
สายพันธุ์ของ C. glutamicum PP25, PP29 และ PP80 ที่ได้จากงานวิจัยนี้มีคุณสมบัติบาง
ประการคล้ายคลึงกับ F343 ที่ Zheng รายงานไว้ คือ PP25, PP29 และ PP80 สร้างกรดกลูตามิคได้ดี
ที่อุณหภูมิประมาณ 38C เหมือนกับ F343 จงึมีความเป็นไปได้ว่าเชือ้ PP25, PP29 และ PP80 อาจมี
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ลักษณะโครงสร้างของสารพันธุกรรมบางอย่างใกล้เคียงกับ F343 การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับ
คุณสมบัติทางยีนและยีโนมของเชื้อ PP25, PP29 และ PP80 อาจท าให้ทราบว่า ยีน หรือ กลุ่มของยีน 
ใดที่ควบคุมคุณสมบัติการทนอุณหภูมิและการสร้างกรดกลูตามิคที่อุณหภูมิสูง ของเชื้อในกลุ่มนี้  พื้น
ฐานความรู้ความเข้าใจในส่วนนี้สามารถน าไปใช้ปรับปรุงสายพันธุ์ของเชือ้ C. glutamicum เพื่อน ามาใช้
ผลติกรดอะมโินในระดับอุตสาหกรรมได้ตอ่ไปในอนาคต 
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Abstract  
 
Corynebacterium glutamicum, having a thermotolerance and an ability to produce high level 
of L-glutamic acid, was isolated from soil samples collected from Nakorn Ratchasima province and 
Roi-Et province, Thailand. As a result, we obtained PP25 strain which was identified as                     
C. glutamicum based on colony morphology, cellular morphology, Gram’s reaction and 16S rRNA 
gene analysis. This strain is able to grow at temperature range from 30-40°C. The highest yield of             
L-glutamic acid production of PP25 is obtained at 38°C (16.30 g/L) which is not an appropriate 
fermentation condition for the type strain. The ability of L-glutamic acid fermentation at an elevated 
temperature of PP25 suggested that genomic profiles for temperature and glutamate productivity of 
this strain is probably be evolved in the nature spontaneously. Thus, PP25 might be applied to the 
fermentative production of L-glutamic acid on a large scale industry. 
 
Keywords: Corynebacterium glutamicum, L-Glutamic acid, Thermotolerance
 
Introduction and Objective 
 
Corynebacterium glutamicum is an 
aerobic, Gram-positive, non-sporulating and 
biotin auxotroph bacterium. It was first isolated 
from soil by Kinoshita in 1956. C. glutamicum is 
an important industrial microorganism for its 
high production of amino acids such as glutamate 
and lysine [6, 9, 16]. L-Glutamate in the form of 
monosodium L-glutamate (MSG) has been used 
as a flavor enhancer, a precursor of drugs, 
cosmetics, pharmaceutical compounds, fodder 
and as supplements [2, 17, 18]. Various methods 
of culturing C. glutamicum have been employed 
in order to maximize the productivity of               
L-glutamic acid. For example, excretion of 
glutamic acid can be induced by biotin 
limitation, surfactants addition, antibiotics 
addition and temperature shift [14, 5, 12, 4]. 
However, biotin limitation strategy is the 
dominating process used for the commercial 
production of glutamate [19]. 
 In the process of L-glutamic acid 
fermentation, temperature is one of the most 
important factors directly related to the 
production efficiency. Most of microbe-based 
industrial strains are usually high temperature 
sensitive. The productivity of L-glutamic acid is 
gradually decreased when the culture 
temperature is raised by heat released from the 
cells along the fermentation. Thus, a cooling 
system has to be employed to remove the heat, 
providing an appropriate environment for cell 
growth and amino acid production. Therefore, 
thermotolerant strains are preferred in the 
production processes due to their low cost in 
temperature control. For these reasons, the 
researchers have been trying to isolate the novel 
glutamate producing bacteria that can grow at 
high temperature. In 2002, Fudou et al. was 
successfully isolated three L-glutamic acid-
producing bacteria Corynebacterium efficiens 
from soil and vegetable samples, which capable 
of growing at temperature above 40°C. The 
fermentation of glutamic acid of C. efficiens does 
not reduce at 37°C, a temperature at which              
L-glutamic acid production of C. glutamicum is 
strongly decreased [7, 11]. This is particularly 
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relevance to reduce costs and improve 
productivity of glutamate fermentation. 
 In this study, we attempted to isolate 
thermotolerant C. glutamicum strains that could 
efficiently produce and secrete high amount of  
L-glutamic acid from soils in Northeastern 
Thailand. 
Materials and Methods 
 
2.1 Bacterial strains, growth and 
fermentation conditions 
 A type strain of C. glutamicum KY9002 
(ATCC13032) was kindly gifted from Kyowa 
Hakko Kogyo (Tokyo, Japan). C. glutamicum 
cells were pre-cultured on 5 ml of Luria-Burtani 
(LB) medium [13] at their individual optimum 
temperature for 24 h. An overnight culture was 
then inoculated into 500-ml Erlenmeyer flask 
containing 100 ml of glucose minimum medium 
[10]. The incubation was performed at 200 rpm 
shaking condition by varying fermentation 
temperature. The cell growth in early stationary 
phase was measured turbidometrically at 600 nm 
using CE 1011 UV-VIS Spectrophotometer 
(Cecil Instruments, UK). 
 
2.2 Determination of L-glutamic acid 
production 
 For determination of L-glutamic acid 
production, the fermentation was carried out 
under the conditions mentioned above. The 
fermented broth was applied to thin-layer 
chromatography (TLC) for quantitative analysis 
of L-glutamic acid. The solvent system composed 
of butanol, acetic acid and distilled water in a 
ratio (60:15:25 v/v). Ninhydrine in saturated 
butanol was used to develop the color of spots. 
The spots developed on plates were scraped and 
extracted with 75% ethanol containing 0.005% 
CuSO4-5H2O. After incubation for 2 h at room 
temperature without shaking, the extracts were 
measured spectrophotometrically at 570 nm on 
CE 1011 UV-VIS Spectrophotometer (Cecil 
Instruments, UK). The glutamate concentration 
of samples was determined by using calibration 
curve. A calibration curve was generated using 
L-glutamic acid standards of 0.1, 0.3 and 0.5 
µmole. 
 
2.3 Isolation of C. glutamicum from 
soil by conventional spread plate technique 
 Soil samples were collected from Nakorn 
Ratchasima province and Roi-Et province, 
Thailand. One gram of soil sample was 
transferred into 20 ml of sterile LB broth 
containing 50 µg/ml of nalidixic acid and 20 
µg/ml of sodium azide (NaN3) and incubated 
aerobically at 37°C on an incubation shaker at 
120 rpm, for 24 h. After incubation, the medium 
was serially diluted with sterile saline solution 
(0.9% NaCl) and plated on LB agar containing 
50 µg/ml of nalidixic acid and 20 µg/ml of 
sodium azide (NaN3). The plates were incubated 
at 37°C for 24 h or until colonies appeared. The 
yellow, smooth and circular colonies similar to 
those of C. glutamicum were selected and used 
for further study.  
 
2.4 Identification of C. glutamicum by 
16S rRNA gene analysis 
 Total DNA was extracted from cultures 
by freeze-thaw technique. The single colony 
grown on LB agar plates was transferred into 
microcentrifuge tube containing 10 µl of distilled 
water. The cell suspensions were incubated at     
-20°C for 5 minutes. Then, the samples were 
thawed at room temperature. The freezing and 
thawing of cells were repeated about 5-7 times. 
The suspensions were centrifuged at 12,000xg 
for 5 minutes and the supernatants were used as 
DNA template for PCR amplification of 16S 
rRNA gene. The 16S rRNA gene was amplified 
by PCR with primers 27F (5'-AGA GTT TGA 
TCC TGG CTC AG-3') and 1525R (5'-AAA 
GGA GGT GAT CCA GCC-3') [8]. The 
amplified fragment was purified from the 0.8% 
agarose gel by Gel extraction kit (Qiagen, 
Germany). The purified DNA fragment was 
directly sequenced using an ABI PRISM 310 (PE 
Biosystems, USA). Sequencing data was 
analyzed using Clone Manager Software 
(Scientific and Educational Software, USA). 
Sequence similarity was determined by 
comparing to 16S rRNA sequences available in 
the nucleotide databases of the GenBank (NCBI, 
USA). 
Results and Discussion 
 
Isolation and identification of thermotolerant 
C. glutamicum PP25 
 The strains of thermotolerant                 
C. glutamicum having an ability to produce high 
level of L-glutamic acid were isolated from soil 
samples collected from Nakorn Ratchasima 
province and Roi-Et province, Thailand. The 42 
isolated strains named PP1-PP42 were roughly 
  
 
 
 
 
 
 
The 24th Annual Meeting of the Thai Society for Biotechnology 
“Renewable Energy and Global Care” 
 
P-IX-03   
 
478
 
 
Figure 1. Comparison of the partial 16S rRNA gene of PP25 with sequences in GenBank database. 
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classified to the genus Corynebacterium based 
on Gram’s reaction, cellular morphology and 
colony morphology [1, 15]. The cells were 
Gram-positive, rod-shaped, non spore-forming. 
Their colonies appeared yellow, smooth, circular 
and translucent on LB agar plates incubated at 
37°C. They were individually used to determine 
L-glutamic acid fermentation at 37°C where 
PP25 secreted highest amount of L-glutamic acid 
into the cultured medium. Then, a 16S rRNA 
gene analysis was performed in order to identify 
the species of PP25. Comparison of 16S rRNA 
gene between PP25 and the GenBank database 
revealed that this strain had 16S rDNA of more 
than 90% similarity to that of type strain C. 
glutamicum ATCC13032 (KY9002) (Fig. 1) 
 
 
 
 
 
 
Growth and L-glutamic acid fermentation of 
PP25 
In order to determine the growth and     L-
glutamic acid production of PP25, bacterial cells 
were cultured on 100 ml glucose minimum 
medium by varying incubation temperature from 
30-41°C. The results showed that PP25 could 
grow at 30-37°C which was similar to type strain 
KY9002 (data not shown). When the 
fermentation temperature had reached 38°C, the 
growth of KY9002 was ceased while PP25 
continued to grow (Fig. 2). Though, PP25 
excreted lower L-glutamic acid than KY9002 at 
30°C, its L-glutamic acid production increased 
with increasing temperature which was even 
higher than that of KY9002 (Fig. 3). The highest  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2. Growth of KY9002 and PP25 strains. The white and black bars represent the cell density of 
KY9002 and PP25, respectively. 
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Figure 3. L-Glutamic acid production of KY9002 and PP25. The white and black bars represent the L-
glutamic acid production of KY9002 and PP25, respectively. 
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yield of glutamate of PP25 was observed at 38°C 
whereas L-glutamic acid production per cell was 
achieved at 38.5°C. These results indicated that 
PP25 possesses enhanced thermotolerance 
glutamate fermentation. 
 
In 2012, Zheng and coworkers improved 
the thermotolerance of C. glutamicum by genome 
shuffling technique. Ultraviolet (UV) irradiation 
and diethyl sulfate (DES) were used as the 
mutagenizing agents to generate the initial 
population diversity of mutants from two 
ancestors, C. glutamicum S9114 and                  
C. glutamicum ATCC1376. Mutant strains of 
S9114 and ATCC1376 with subtle improvements 
in temperature tolerance were used for genome 
shuffling. The technique of genome shuffling 
was performed by 3 rounds protoplast fusions. 
The shuffled strain, F343, could grow at 44°C, 
while even no growth was observed for parental 
strains. The yield of L-glutamic acid of F343 was 
increased by 1.8-time comparing with that of the 
ancestor strains at 38°C. The genetic diversity 
between F343 and S9114 was also evaluated by 
Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP) analysis. The result suggested that the 
phenotypes for both thermotolerance and             
L-glutamic acid production in F343 were 
evolved. PP25 obtained from this study shares 
some characters with F343 in which it can grow 
and produce L-glutamic acid at 38°C or above. 
However, the temperature limit for growth and 
optimum temperature for L-glutamic acid 
production of PP25 are different from F343. The 
highest temperature for growth of PP25 is 40°C, 
while F343 is 44°C. F343 retains the same level 
of L-glutamic acid production at temperature   
32-38°C whereas the highest glutamate 
fermentation of PP25 is around 38°C. Therefore, 
we suggested that some of the genomic features 
of PP25 may be similar to F343, while others 
may not. Our future plans may involve the study 
of genetic variability of PP25 by genomic 
mapping techniques, for example, Amplified 
Fragment Length Polymorphism (AFLP), 
Restriction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP), and Rapid Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD) analysis. These techniques might reveal 
the molecular mechanisms of L-glutamic acid 
production at high temperature of PP25. The 
study of how PP25 capable of excreting               
L-glutamic acid at an enhanced temperature 
could be beneficial for improving L-glutamic 
acid production on an industrial scale. 
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ABSTRACT 
 
      Corynebacterium glutamicum is a soil bacterium that widely used for the fermentative production of 
glutamic acid. In the glutamic acid fermentation process, C. glutamicum always releases heat during 
fermentation resulted in temperature increasing. The cooling system is necessary to remove heat from 
fermentation process to maintain the sustainable condition for C. glutamicum metabolism. However, the 
cost of cooling system is relatively high. Therefore, improving the temperature tolerance of C. glutamicum 
will reduce the cost for temperature control. Thus, the main objective of this study was to isolate the novel 
strains of thermotolerant C. glutamicum having an ability to produce high level of L-glutamic acid. Isolated 
strain, PP29, was isolated from soil samples. This strain was identified as C. glutamicum based on colony 
morphology, cellular morphology, Gram’s reaction, and 16S rRNA gene analysis. The phylogenetic analysis 
of PP29 strain based on the comparison of 16S rDNA sequences revealed that PP29 was closely related to 
C. glutamicum ATCC13032 (99 % similarity). PP29 was able to grow at the temperature ranging from 30 
to 40 °C. The highest yield of L-glutamic acid produced by PP29 could obtain at 38.5 °C (5.37 ± 0.04 g/L) 
which was an inappropriate fermentation condition for the wild-type. The ability of L-glutamic acid 
fermentation at an elevated temperature of PP29 suggested that some of the genomic profiles for temperature 
and glutamate productivity of this strain might probably be evolved in the nature spontaneously. Thus, PP29 
might be applied to the fermentative production of L-glutamic acid on a large scale industry. 
 
Keywords: L-Glutamic acid, Corynebacterium glutamicum, Soil bacterium, Thermotolerance, Cooling 
system 
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INTRODUCTION 
Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum) was discovered in 1957 by Kinoshita and coworkers 
(Kinoshita et al., 1957). C. glutamicum is an aerobic, Gram-positive, non-sporulating and biotin auxotroph 
bacterium. It is widely used for the fermentative production of amino acids such as glutamate and lysine 
(Herman, 2003; Leuchtenberger et al., 2005; Tateno et al., 2009). L-Glutamate in the form of monosodium 
L-glutamate (MSG) has been used as a flavor enhancer, a precursor of drugs, cosmetics, pharmaceutical 
compounds, fodder, and as supplements (Bourke and Kohn, 2003; Tokuma et al., 2004; US Department of 
Energy, 2004). 
In the process of L-glutamic acid fermentation, the temperature is one of the most important factors 
directly related to the production efficiency. Most of microbe-based industrial strains are usually high 
temperature sensitive. The productivity of L-glutamic acid is gradually decreased when the culture 
temperature is raised by heat released from the cells along the fermentation. Thus, a cooling system has to 
be employed to remove the heat, providing an appropriate environment for cell growth and amino acid 
production. Therefore, thermotolerant strains are preferred in the production processes due to their low cost 
in temperature control. For these reasons, we attempted to isolate thermotolerant C. glutamicum strains that 
could efficiently produce and secrete high amount of L-glutamic acid from soils in Northeastern Thailand. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Reference strain 
C. glutamicum KY9002 (ATCC13032) was kindly gifted from Kyowa Hakko Kogyo (Tokyo, Japan). 
The organism was maintained on Luria-Burtani (LB) agar (Sambrook et al., 1986) at 4 °C and sub-cultured 
bi-monthly on the same medium. 
 
Isolation of C. glutamicum from soil 
Soil samples were collected from Nakorn Ratchasima province and Roi-Et province, Thailand. One 
gram of soil sample was transferred into 20 ml of sterile LB broth containing 50 µg/ml of narlidixic acid 
and 20 µg/ml of sodium azide (NaN3). The culture broth was incubated aerobically at 37 °C on an incubation 
shaker at 120 rpm, for 24 h. After incubation, the medium was serially diluted with sterile saline solution 
(0.9 % NaCl) and plated on LB agar containing 50 µg/ml of narlidixic acid and 20 µg/ml of sodium azide 
(NaN3). The plates were incubated at 37 °C for 24 h or until colonies appeared. The yellow, smooth, and 
circular colonies similar to those of C. glutamicum were randomly picked and streaked on LB agar plates to 
ensure purity. After purification, pure colonies were roughly identified as C. glutamicum based on cellular 
morphology, and Gram’s reaction.  
 
Comparison of growth and L-glutamic acid production of selected strain with wild-type 
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A wild-type strain of C. glutamicum and selected strain were pre-cultured on 5 ml of LB medium at 
their individual optimum temperature for 24 h. An overnight culture was then inoculated into 500-ml 
Erlenmeyer flask containing 100 ml of glucose minimum medium (Nantapong et al., 2004). The incubation 
was performed at 200 rpm of shaking speed by varying fermentation temperature from 30 - 41 °C. The cell 
growth in early stationary phase was represented by measuring optical density at 600 nm using CE 1011 
UV-VIS Spectrophotometer (Cecil Instruments, UK). Simultaneously, the fermented broth was subjected to 
centrifugation at 12,000 g for 5 min to separate microbial cells and supernatant. The microbial cells were 
re-suspended in water and once centrifuged. After discarding the supernatant, the cells were dried at 105 °C 
for 4 h before determination of the cell dry weight. The supernatant was applied to thin layer 
chromatography (TLC) for the quantitative analysis of L-glutamic acid. The solvent system was composed 
of butanol, acetic acid and distilled water in a volume ratio of 60:15:25. Ninhydrine in saturated butanol was 
used to develop the color of spots. The spots developed on plates were scraped and extracted with 75 % 
ethanol containing 0.005 % CuSO4-5H2O. After incubation for 2 h at room temperature without shaking, 
the extracts were measured spectrophotometrically at 570 nm on CE 1011 UV-VIS Spectrophotometer 
(Cecil Instruments, UK). The glutamate concentration of samples was calculated by using calibration curve, 
which was obtained using L-glutamic acid standards of 0.1, 0.3, 0.5, 1.0, and 2.0 µmole. 
 
16S rDNA and phylogenetic analysis 
Total DNA of the selected strain was extracted from cultures by freeze-thaw technique. The single 
colony grown on LB agar plates was transferred into a microcentrifuge tube containing 10 µl of distilled 
water. The cell suspension was incubated at - 20 °C for 5 min. Then, the sample was thawed at room 
temperature. The freezing and thawing of cells were repeated about 5 - 7 times. The suspensions were 
centrifuged at 12,000 g for 5 min and the supernatants were used as DNA template for PCR amplification 
of 16S rRNA gene. The 16S rRNA gene was amplified by PCR with primers 27F (5'-AGA GTT TGA TCC 
TGG CTC AG-3') and 1525R (5'-AAA GGA GGT GAT CCA GCC-3') (Lane, 1991). The amplified 
fragment was purified from the 0.8 % agarose gel by Gel extraction kit (Qiagen, Germany). The purified 
DNA fragment was directly sequenced using an ABI PRISM 310 (PE Biosystems, USA). Sequencing data 
was analyzed using Clone Manager Software (Scientific and Educational Software, USA). Sequence 
similarity was determined by comparing to 16S rRNA sequences available in the nucleotide databases of 
the GenBank (NCBI, USA). Multiple sequence alignment was done using CLUSTAL X software and a 
phylogenetic tree was constructed by the neighbor-joining method using MEGA (Version 4.1) software. 
The confidence level of each branch (1,000 repeats) was tested by bootstrap analysis. 
 
RESULTS 
Isolation and identification of thermotolerant C. glutamicum 
To isolate the thermotolerant C. glutamicum, soil samples were collected from Nakorn Ratchasima 
province and Roi-Et province, Thailand. As a result, we obtained the isolated strain and named it as PP29. 
This strain was roughly identified as C. glutamicum based on colony morphology, cellular morphology and 
Gram’s reaction. After cultured on LB agar plates at 37 °C for 24 h, PP29 appeared yellow, smooth, entire, 
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circular, and translucent colonies as shown in figure 1. When observed under the microscope, this isolated 
strain was rod-shaped, non spore-forming and Gram-positive (Figure 2). 
 
   
 
Figure 1. The colony morphology of C. glutamicum wild-type (A) and isolated strains (B) grown on LB 
agar containing 50 µg/ml of narlidixic acid and 20 µg/ml of sodium azide. The plates were incubated at 37 
°C for 24 h. The red arrows showed the colonies similar to those of C. glutamicum. 
 
   
 
Figure 2. The cellular morphology of C. glutamicum wild-type (A) and isolated strains (B) under a light 
microscope (100X). Scale bar represents 10 µm.  
 
Comparison of growth and L-glutamic acid production of PP29 with wild-type 
To determine the growth and L-glutamic acid production of PP29, bacterial cells were cultured on 100 
ml of glucose minimum medium by varying incubation temperature from 30 - 41 °C. The ability to grow 
and produce glutamic acid of PP29 was compared with C. glutamicum wild-type ATCC13032. The results 
showed that PP29 could grow at 30 - 37 °C which was similar to wild-type strain (data not shown). When 
the fermentation temperature had reached above 38 °C, the growth of wild-type strain was ceased while 
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PP29 continued to grow (Figure 3). Though, PP29 excreted lower L-glutamic acid than wild-type at 30 °C, 
its L-glutamic acid production increased with increasing temperature which was even higher than that of 
wild-type (Figure 4). The highest yield of glutamate of PP29 was observed at 38.5 °C (5.37 ± 0.04 g/L). The 
highest L-glutamic acid production per cell of PP29 was 2.82 ± 0.11 (g glutamic acid / g dried cell) (Table 
1). PP29 could grow at 40 °C, while no growth was observed for wild-type strain (ATCC13032) at this 
temperature. 
 
  
 
Figure 3. Effect of temperature on growth profile of C. glutamicum wild-type (A) and isolated strain PP29 
(B). Cells were grown in 500 ml-flask containing 100 ml of glucose minimum medium with shaking speed 
of 200 rpm and incubated at 38.5 °C (filled-diamond), 39 °C (filled-square), 40 °C (filled-triangle) and 41 
°C (filled-circle).  
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Figure 4. L-Glutamic acid production of C. glutamicum wild-type and isolated strain PP29 observed after 
24 h of incubation. The white and black bars represent the L-glutamic acid production of C. glutamicum 
wild-type and isolated strain PP29, respectively. Error bars represents SD. 
 
 
 
 
 
 
Table 1. L-glutamic acid production of the isolated strain PP29. 
 
Strain 
 
Temperatures (°C) 
 Cell dry 
weigh (g/L) 
 Glutamic acid 
production (g/L) 
 Product yield        
(g glutamic acid/    
g dried cell) 
ATCC13032 (wild-type) 
 30 °C  53.97 ± 0.70  1.28 ± 0.05  0.02 ± 0.00 
 35 °C  34.26 ± 0.34  1.12 ± 0.11  0.03 ± 0.00 
 37 °C  18.31 ± 0.63  0.81 ± 0.08  0.05 ± 0.01 
 38 °C  1.72 ± 0.21  0.37 ± 0.04  0.22 ± 0.01 
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 38.5 °C  0.83 ± 0.05  0.28 ± 0.05  0.34 ± 0.07 
 39 °C  0.58 ± 0.15  0.17 ± 0.04  0.29 ± 0.05 
 40 °C  n.d. *  n.d. *  n.d. * 
 41 °C  n.d. *  n.d. *  n.d. * 
PP29 (isolated strain) 
 30 °C  45.97 ± 0.90  0.94 ± 0.06  0.02 ± 0.00 
 35 °C  49.45 ± 0.56  1.05 ± 0.07  0.02 ± 0.00 
 37 °C  32.49 ± 0.73  3.08 ± 0.10  0.10 ± 0.01 
 38 °C  17.16 ± 0.05  5.01 ± 0.07  0.30 ± 0.01 
 38.5 °C  1.90 ± 0.09  5.37 ± 0.04  2.82 ± 0.11 
 39 °C  1.74 ± 0.06  4.88 ± 0.05  2.80 ± 0.24 
 40 °C  0.91 ± 0.23  0.91 ± 0.04  1.00 ± 0.14 
 41 °C  n.d. *  n.d. *  n.d. * 
* n.d. not determined due to no growth; Value represents the mean score (n = 3) ± S.D. 
16S rDNA and phylogenetic analysis 
 Accordingly, a 16S rRNA gene analysis was performed in order to identify the species of PP29. The 
1.25 kb sequences obtained from this strain was aligned with all the presently available 16S rDNA sequences 
in the GenBank database. A phylogenetic tree was constructed using the neighbor-joining method, as shown 
in Figure 5. The phylogenetic analysis of PP29 strain based on comparison of 16S rDNA sequences revealed 
that this strain was closely related to C. glutamicum ATCC13032 (99 % similarity). 
 
 DISCUSSION 
 A large number of C. glutamicum have been isolated from various sources such as soil, soils 
contaminated with bird feces, sewage and manure, vegetables, and fruits (Abe et al., 1967; Kinoshita et al., 
1957; Udaka, 1960). However, no selective media or enrichment procedures are known that are specifically 
suited for these organisms. In our study, the thermotolerant C. glutamicum was isolated from soils 
contaminated with bird feces obtained from Roi-Et province, Thailand. Narlidixic acid and sodium azide, 
used to inhibit the growth of unwanted bacteria, were added into the medium. Nalidixic acid was blocked 
DNA replication in susceptible bacteria by inhibiting a subunit of DNA gyrase (Crumplin and Smith, 1975). 
Sodium azide inhibited cytochrome oxidase (complex IV of the mitochondrial electron transfer chain) and 
growth of gram negative bacteria (Smith et al., 1991). Therefore, we suggested that these techniques could 
reduce the number of unwanted bacteria that cannot grow on this media. However, C. glutamicum could 
grow on the medium that contained both of Narlidixic acid and sodium azide. 
  
 
 
 
 
 
 
 
Page 609 
 
Burapha University International Conference 2013  
Burapha University, Thailand 
July 4-5, 2013 
 The isolated PP29 was preliminary identified as C. glutamicum by colony morphology, cellular 
morphology, and gram reaction analysis (Abe et al., 1967; Takano et al., 2008). PP29 was confirmed as C. 
glutamicum by using 16S rDNA and phylogenetic tree analysis. 16S RNA gene sequence similarity values 
of isolate PP29 to other strains of the genus Corynebacterium were in the ranging of 93% - 99%. These 
values and the phylogenetic position shown in the phylogenetic tree (Figure 5) indicate that isolate PP29 
belongs to the genus Corynebacterium, and was closely related to C. glutamicum, with 99% sequence 
similarity. 
 C. glutamicum PP29 could grow at 40 °C, while type strain (ATCC13032) failed to grow at this 
temperature. Though PP29 excreted lower L-glutamic acid than wild-type at 30 °C, its L-glutamic acid 
production increased with increasing temperature which was even higher than that of wild-type. These 
results indicated that PP29 possesses enhanced thermotolerance glutamate fermentation (Zheng et al., 2012). 
Thus, PP29 might be applied to the fermentative production of L-glutamic acid on a large scale industry. 
Importantly, the use of thermotolerant      C. glutamicum PP29 in industrial fermentation process would 
reduce the cost of cooling during the fermentation process. 
 The ability of L-glutamic acid fermentation at an elevated temperature of PP29 suggested that some of 
the genomic profiles for temperature and glutamate productivity of this strain might probably be evolved in 
the nature spontaneously. Therefore, our future plans may involve the study of genetic variability of PP29 
by genomic mapping techniques, for example, Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), and Rapid Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
analysis. These techniques might reveal the molecular mechanisms of L-glutamic acid production at high 
temperature of PP29. The study of how PP29 capable of excreting L-glutamic acid at an enhanced 
temperature could be beneficial for improving L-glutamic acid production on an industrial scale. 
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Figure 5. Neighbor-joining phylogenetic tree deduced from the 16S rRNA gene sequences representing the 
position of the isolated strain PP29 and other related taxa. Numbers at nodes are percentage bootstrap values 
based on 1,000 replications. GeneBank accession numbers of the sequences are indicated in the parentheses. 
Bar indicates 5 nucleotides substitution per 1,000 nucleotides. 
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